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RESUMO

O cancer renal é uma das neoplasias malignas mais letais. As taxas de
mortalidade tém crescido mundialmente a despeito da evolucao do diagnostico precoce e
do surgimento de novos fAirmacos ativos na terapia da doenga sistémica. Atualmente,
para se estabelecer riscos de morbimortalidade em cancer renal os pacientes sdo
classificados de acordo com escalas e nomogramas, que ainda ndo conseguem predizer
com grande acuracia a evolucao clinica dos mesmos. Nosso estudo foi realizado com o
objetivo de determinar a utilidade da dosagem do Fator Tecidual (FT) no soro como
potencial marcador para pacientes comCarcinoma de Células Claras de Rim
(CCCr).Realizamos um estudo prospectivo com 30 pacientes com CCCr submetidos a
nefrectomia e 16 controles sem CCCr tratados cirurgicamente para outras condig¢des. O
FT sérico foi coletado na sala cirdrgica antes do procedimento e no pds-operatério apds
pelo menos quatro semanas. Os niveis séricos detectados no pré-operatério foram trés
vezes mais altos em pacientes com CCCr do que nos controles, e dininuiram em todos os
pacientes com CCCr no poés-operatorio, com uma reducdo média de 41,6 pg/ml (p
<0,001). Nossos achados sugerem que oFTpode ser utilizado como um marcador sérico
para a presenga de CCCr.

PALAVRAS-CHAVE: neoplasia renal, tromboplastina, progndstico, biomarcadores.



ABSTRACT

Purpose: to determine the usefulness of serum TF as a potential marker
for patients with clear cell RCC.

Materials and Methods: prospective study of 30 patients with clear cell
RCC submitted to nephrectomy and 16 controls without clear cell RCC
treated surgically for other conditions. TF is a endothelium marker that
was correlated with worse prognosis in a variety of solid tumors including
RCC. Serum TF was collected before surgery at the operating room and
in the postoperative setting after at least four weeks. Serum samples
were analyzed with a commercial ELISA kit for human TF (R&D Systems
®).

Results: Mean preoperative serum TF levels in clear cell RCC patients
and in controls were 66.8 pg/dl and 28.4 pg/dl, respectively (p<0.001).
Mean postoperative serum TF levels in clear cell RCC patients were 26.3
pg/dl. In all patients with clear cell RCC postoperative serum levels of TF
were lower, with a mean reduction of 41.6 pg/dl in the postoperative
setting (p<0.001). Linear regression revealed that tumor size was
correlated with the postoperative reduction of serum TF levels (p=0.037).

Conclusions: We have shown a 3-fold reduction in the median
preoperative serum levels of TF in patients with clear cell RCC after
surgery. We have also shown a difference of the same magnitude in the
serum levels of TF compared with those of a control group of patients
with benign diseases. TF appears to be a useful serum marker for the
presence of clear cell RCC. Further studies are needed to validate these
findings.
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Referencial Teorico

Aspectos Historicos das Neoplasias Renais

A primeira referéncia feita aos tumores renais foi de Daniel Sennert em 1613
no seu livroPracticae Medicinae.Relatava casos de lesdes renais endurecidas levando os
pacientes a caquexia e morte. Todavia, o relato inequivoco de cancer renal foi feito por
Miril em 1810. Consistia de uma paciente de 35 anos que chegou ao Brest Civic Hospital
em 1809 com quadro presumivel de gravidez ja avancada, porém tratava-sede um
carcinoma renal. Kénig em 1826 descreveu a primeira classificacdo dos tumores renais.
Nela o autor dividiu os carcinomas renais em formas flngicas, cirréticas, estomatosas e
medulares. Somente em 1959 é que Oberling, ap6s longo estudo da citologia dos tumores
renais, estabeleceu como origem da neoplasia renal as células dos tubulos contorcidos. A
classificacao atual utilizada segue os parametros definidos pela Organizacdo Mundial da

Saude (OMS) de 2004. (Delahunt, 2005)

Aspectos Relevantes das Neoplasias Renais
Definig¢do e Epidemiologia

Os rins sdo Orgdos complexos compostos por diferentes tecidos
embrioldgicos. Exercem fung¢des como secrecdo, excrecdo e regulacdo essenciais a
fisiologia corporal. Apresentando uma enorme complexidade anatomo-fisioldgica, e
sendode incidéncia reduzida comparativamenteaos tumores de prostata e de mama, é

por vezes dificil caracterizar os principais tumores que acometem os rins.



Os tumores renais sao divididos inicialmente em dois grandes subgrupos:
Carcinoma de Células Renais (CCR) e o Carcinoma de Células Transicionais (CCT)
presentes no urotélio de tumores da pelve renal. Os CCR sdo responsaveis por
aproximadamente 85% de todos os tumores renais, ao passo que 10-15% sdo
reconhecidos como CCT. Em criangas, cabe ressaltar também a presen¢a do Tumor de
Willms, responsavel por menos de 5% dos tumores renais. Desde 1986 uma
subclassificagdo é aplicada aos CCR. Eles sdao subdivididos em cinco subtipos de acordo
com critérios morfoldgicos, histoquimicos e de microscopia eletronica: células claras,
papilar, croméfobos, origindrios nos ductos coletores e ndo-classificados (Motzer et al.,
1996). Os mais comuns sdao os CCCr (80%) e os tumores papilares (10%), ficando os
croméfobos com 5%, os tumores de ductos coletores em apenas 1%, e os tumores nao
classificaveis com 4-6% (Deng e Melamed, 2012). Devido a grande representatividade

dos CCCr na populacdo mundial, este sera o objeto de estudo do presente projeto.

Dados Epidemiolégicos

Mundialmente os CCR correspondem ao nono tipo de cancer mais comum,
com 337.860 casos diagnosticados em 2012 (Ferlay et al, 2015). Para 2016 a previsao é
de 62.700 novos casos nos Estados Unidos da América (EUA) com 14.240 mortes
esperadas atribuidas ao cancer renal (Siegel et al, 2015). Na Europa, a OMS estimou
121.629 novos casos ocorridos em 2012, dos quais 75.676 afetaram homens. Dados de
mortalidade por cancer de 2012 relatam 143.000 mortes ocorrendo no mundo, sendo
91.000 em homens e 52.000 em mulheres, atingindo o 16° lugar como causa mais
comum de mortalidade.

Dados brasileiros sobre incidéncia dos tumores renais sdo escassos.

Atualmente estes tumores sequer fazem parte da estatistica do Instituto Nacional do
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Cancer (INCA) com as incidéncias esperadas para 2016-17. O estudo realizado pela
Sociedade Brasileira de Urologia denominado ENCARE coletou dados durante o periodo
de maio de 2007 a maio de 2008 levantando o numero de 508 casos (Nardi et al, 2010).
Dados da incidéncia no Brasil podem estar com os numeros defasados, pois o
levantamento é de 2002 registrando 7-10 casos a cada 100.000 habitantes (Wiinsch-
Filho, 2002). Em termos de comparacdo, os dados americanos indicam a chance de
desenvolver a neoplasia por faixa etaria. A chance maior, por exemplo, esta associada aos
pacientes do sexo masculino com mais de 70 anos, que tem 1,3% de chance ou 1 em cada
76 americanos. A chance de desenvolver tumores renais desde o nascimento até a morte
€ de 2% para homens (1 em cada 49) e 1.2% para mulheres (1 em cada 83). O Quadro 1
apresenta a probabilidade de desenvolvimento de tumores malignos por faixa etaria nos

EUA no periodo entre 2010 e 2012. Em destaque os valores para neoplasias renais.
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Quadro 1 - Risco de desenvolver tumores malignos nos EUA entre 2010-2012,

conforme Siegel et al CA Cancer J Clin 2016; 66:7-30.

BIRTH T0 49 5070 59 60 T0 69 >0 BIRTH TO DEATH
Al sitest Male 402 65(Tin1s) 145(1in7) 346(1 n3) D11
Female — 54(Tin19 60(1in17) 100(1 inl) 261 (1nd) 376(11n3)
Breast Fomdle 191 %) 23 (1 &) 3501 6.7(1in19 123(1n8)
Colorectum Male 03(1in3000  07(1in 149) 12(1in8) ) L1(1n )
Femdle — 03(1M318)  05(119% 0901 17)  34{1h30) L1
Kidney & renal pelvs Male 02(1ind67)  03(1in 295) 06(1in 158) 13(1n 78 20(1ind9)
Fomdle — 00(1m748) 020158 03(1h317)  07{1h13) 12(1h8)
Leukemia Male 02(1ind15  02(1in51) 04(1in 261) 14(1n7) 18(11n%)
Fomdle 0201 m%08  01(1%9)  02(1ind%)  09( mity) 12(11n8)
Lung & bronchus Mo 02(tine0§  O7(1h 145 20(1i5 64(1in 16) 12(1n14)
Femdle — 02(1h57)  06(1in177) 15(1in67) L8(1n 21| 60(1in 17
Melanoma of the kit Male 030129 04(Tin 28  08(1in12)  22(1indy) 30(1n 3
Femdle  05(1m208 03013 04(1n28)  09( m10)) 19115
Non-Hodgkin lymphoma Mk 03(1h376)  03(1th37)  06(n 124 18(1ih%) 24(1nd)
Femdle 020158 0201417 04(1ih 237) 14(1h7) 19(1n5))
Prostate Male 03138 21(1indg) 58(1in 1)) 100(1 n10) 140(1n7)
Thyroid Mo 02(n%0  O1(1n8) 020163 02014y} 06(1 69
Fomgle  08(1M13Y)  04(1n21)  03(1306)  04(1 2% 17(1n%)
Uterine cenvix Femdle  03(1m364 01180 O1(1in81) 020157 06( I1%)
Utering corpus Female — 03(T 3% 06(tR 10} 09(tm10)  13(1hTg) 28(1n3)

*For people free of cancer at beginning of age interval.
TAIl stes excludes basal cell and squamous cell skin cancers and in situ cancers except urinary bladder.

TProbabilties are for whites.

Acerca destas informacdes, podemos estabelecer que a populagcdo masculina é
a mais afetada com um risco 2 vezes maior de adquirir a neoplasia. Também a faixa
etaria mais comum é a de pacientes com mais de 70 anos, principalmente entre 70 e 75
anos. Com relacdo a raga, o CCR se apresenta mais comumente nos pacientes de raca

branca, com risco menor em africanos e asiaticos (Ljungberg et al., 2011).
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As incidéncias mundiais destes tumores tém crescido ha pelo menos 10 anos,
principalmente em paises desenvolvidos; sempre mantendo uma taxa estavel. Quando
avaliamos pais por pais a mais alta taxa de incidéncia ocorre na Republica Tcheca, com
22 novos casos a cada 100.000 habitantes. As taxas na Europa oriental também sao
elevadas (15/100.000). A América do Norte e Australia apresentam taxas intermediarias
com >9/100.000. Taxas baixas sdo observadas na maioria dos paises africanos e na Asia
(1/100.000) (Znaor et al, 2015).

Com relagdo a mortalidade, os dados refletem uma desigualdade social. As
taxas de mortalidade vém diminuindo progressivamente nos paises desenvolvidos desde
os anos 1990, principalmente quando comparamos o Leste com o Oeste europeu, e a
América do Norte com a América Central e do Sul. As taxas persistem elevadas nas
Américas do Sul e Central e no leste europeu talvez na dificuldade de acesso ao sistema
publico de satide, bem como a falta de disponibilidade das terapias de 6rgao-alvo nestes

sistemas publicos (Znaor et al., 2015).

Etiologia, Fatores de Risco e Sindromes Hereditdrias

O CCR tem origem no epitélio do tibulo contorcido proximal. A maioria dos
casos sdo esporadicos, com apenas 2-3% ditos familiares (Gonzalgo et al, 2004). As
causas dos tumores renais ainda ndo sdo completamente entendidas, mas determinados
fatores como obesidade, tabagismo, diabetes e hipertensao (HAS) sdo fatores de risco
importantes.

O tabagismo é um fator de risco estabelecido para CCR. Uma metanalise
publicada em 2011 incluindo 19 estudos de caso-controle e cinco (5) estudos de coorte
confirmou esse achado. A associacao, porém, é fraca e causa aumento de 1,5 a 2 vezes no

risco de desenvolver CCR para quem fuma mais de 20 cigarros/dia (Hunt et al,, 2005). A
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cessacdo do tabagismo diminui significantemente o risco de desenvolver CCR apds
dezanos de suspensdo. Pacientes que reduzem por periodo menor que dez anos, o risco
s6 diminuiu em homens de 1,75(1,41-2,18) para 1,21(0,86-1,7).

A obesidade tem sido descrita como fator de risco na maioria dos estudos de
coorte e de caso-controle. Uma metandlise mostrou que a cada 5kg/m?2 de aumento no
Indice de Massa Corporal (IMC) aumenta de 1,24 vezes nos homens e 1,34 nas mulheres
a chance de desenvolver CCR (Renehan et al., 2008).

Dados americanos mostram uma taxa de obesos (IMC>30) em torno de 15%
na década de 80. Atualmente sdo aproximadamente 33% de obesos nos EUA. Este
aumento importante no nimero de obesos, de certo modo, contrapde a tendéncia de se
afirmar que o aumento da incidéncia dos tumores renais foi ocasionado apenas pelo
maior nimero de exames realizados. O motivo pelo qual a obesidade causa CCR ainda
ndo estd bem estabelecido. Especulam-se alguns marcadores inflamatérios e de
crescimento tumoral como TNF-a (do Inglés: Tumoral Growth Factor alpha)e o IGF-1(do
Inglés: Insulin Growth Factor-1) (Calle e Kaaks, 2004).

Diversos estudos de coorte e prospectivos vém relacionando a HAS e/ou seu
tratamento com CCR. Em metanalise incluindo 13 estudos longitudinais e caso controle
foi demonstrada associacao positiva entre HAS e CCR. A razao de chances agrupada neste
estudo foi de 1,75(95% IC-1,6-1,9) (Grossmann et al, 2002). O aumento na taxa de
incidéncia de HAS nos EUA ajuda a explicar o concomitante aumento da incidéncia de
CCR em algumas comunidades negras onde as taxas de HAS sado elevadas. (Decastro e
Mckiernan, 2008).

0 diabetes mellitus também é fator de risco com representacdao demonstrada
recentemente por relevantes estudos. Metanalise de nove estudos de coorte mostrou que

os pacientes com diabetes apresentavam risco elevado de desenvolver tumores renais
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(Larsson e Wolk, 2011). Também em metandlise de 18 estudos, foi concluido que o
diagnoéstico de diabete estd associado a pior progndstico em pacientes com CCR. A
presenca de glicemia elevada traz prejuizos na sobrevida global e cancer especifica
(Chenetal, 2015).

O tumor renal ndo é uma doenca classica de exposicao ocupacional, porém
alguns carcindégenos tém sido associados ao risco de desenvolver CCR. O solvente
Tricloroetileno (TCE) usado na industria metalurgica esta associado ao aumento na
incidéncia de tumores, principalmente nos paises da Europa Oriental. Dados sugerem um
aumento de 1,6 vezes mais chance nesses trabalhadores (Mundt et al.,, 2003).

Algumas sindromes genéticas sdo responsaveis pelo surgimento do CCR em
cerca de 2-3% dos casos. O risco de surgimento de CCR num familiar de primeiro grau de
portador de CCR é duas vezes maior (Lipworth et al., 2006). A mutagdo genética mais
comum no CCR ocorre no gene Von Hippel Lindau (VHL) localizado no brago curto do
cromossomo 3. Ela ocorre em 1 a cada 36.000 nascimentos nos EUA, codifica uma
proteina que é responsavel pela estabilizacdo dos fatores indutores de hipéxia (HIF).
Com o gene mutado, ndo ocorre a estabilizacdo e ha o consequentemente aumento dos
HIFs. Estes levam a um aumento generalizado de fatores de crescimento vasculares
como o VEGF (do Inglés: Vascular Endothelial Growth Factor) que induz aumento da
angiogénese e crescimento tumoral (Pfaffenroth e Linehan, 2008).

A ativacdo do proto-oncogene chamado c-MET, por mutacdo, o qual codifica
um fator de crescimento pode levar ao desenvolvimento da sindrome carcinoma de
células papilares hereditarias ou CCR papilar Tipol. Ja a mutacdo no gene que codifica a
proteina fumarato-hidratase leva ao desenvolvimento da leiomiomatose familiar que
consiste no surgimento de tumores uterinos-miomas em idade precoce, leiomiomas

cutaneos e esta relacionada aos carcinomas papilares tipo Il com grande tendéncia a
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agressividade.(Ljungberg et al., 2011).

Por ultimo, temos a sindrome de Birt-Hogg Dube, caracterizada por pacientes
com fibrofoliculomas cutaneos, cistos pulmonares, pneumotérax espontineo e uma
variedade de tumores renais incluindo CCR croméfobos, oncocitomas e tumores renais

hibridos. A mutagdo esta no gene supressor tumoral foliculina (Hansel e Rini, 2008).

Aspectos histopatolégicos

A classificacao atual dos tumores renais é determinada pela OMS e segue
basicamente os mesmos principios de Heidelberg e Rochester (Deng e Melamed, 2012).
Ela reconhece a heterogeneidade dos tumores e descreve os diversos subtipos de
tumores com caracteristicas morfoldgicas e genéticas unicas. Estudos clinicos
comprovam esta teoria. Assim, o CCR ndo pode ser considerado uma doenca Unica. Cada
um dos seus subtipos tem caracteristicas histopatologicas e respostas terapéuticas
também diferentes. Os principais tipos histolégicos que englobam cerca de 90-95% dos
CCR sao os seguintes: carcinoma renal tipo células claras, papilar, cromofobo e de ductos
coletores. Outros tumores mais raros compondo o restante (5%) sdo o carcinoma
medular, o carcinoma transacional Xp1l1 e os tumores ndo classificaveis. O Quadro 2
apresenta os principais tipos histologicos de CCR, sua frequéncia e seus desfechos

comparativos.
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Quadro 2 - Principais tipos histoldgicos do CCR e suas caracteristicas. Modificado

de Ferreira, U: Cancer de Rim. Urologia Fundamental. 2010.

Tipo tumoral Frequeéncia Prognéstico
Cldssico .
, 70 a 80% Intermedidrio
(células claras)
Papilifero Favoravel
- 10 a15% .
(cromohilo) intermedidrio
Cromoéfobo 3 a5% Favoravel
Ducto coletor
. 1% Destavoravel
(Bellini)
Nao classificado 1% Desfavordvel

A grande maioria dos tumores sao CCCr, dessa forma um comparativo entre
os subtipos histologicos correlacionando fatores progndsticos especificos de cada
subtipo nao é adequado pelo reduzido nimero de pacientes nos estudos com outros
tipos de tumores.

0O CCCr se caracteriza por células contendo um citoplasma mais claro
associado a uma delicada rede vascular (Grignon e Che, 2005). Na aparéncia
macroscopica geralmente sdo tumores so6lidos com cor amarelo-dourada. A alteragdo
geneética mais comum é baseada em duas vias moleculares: a perda ou mutacdo do gene
supressor tumoral VHL e a via sinalizadora com alvo nos receptores mamiferos de
rapamicina (mTOR). Ela ocorre em cerca de 60-90% dos casos esporadicos (Kaelin,
2007). Como dito anteriormente, sua perda/mutagdo acarreta a diminuicdo, ou até

mesmo a suspensdo da producdo de uma proteina responsavel pela estabilizagdo e
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eliminacdo dos HIFs, que determinam uma aceleracdo na producao de fatores de
transcricao de genes relacionados ao crescimento tumoral e angiogénese como o VEGF, o
PGF (do Inglés: Platelet Growth Factor) e o TGF-a. Os pacientes que apresentam a
Sindrome VHL sdo acometidos por tumores renais, bilaterais e multiplos, além de
hemangioblastomas cerebelares e da medula espinhal, angiomas de retina e
feocromocitomas (Pfaffenroth e Linehan, 2008).

Outros eventos genéticos associados ao surgimento do CCCr incluem
muta¢des em genes responsaveis pela remodelagdo da cromatina como o PBRM1 o BAP1
e o SETD2, além de uma variedade de muta¢des em genes modificadores de histonas
como o KDM5a, ARID1a e UTX (Jonasch et al., 2014). O cromossomo 3 é a sede da maior
parte dos genes mutados com aproximadamente 91% das amostras tendo alteracdes nos
4 genes mais importantes-VHL, PBM, BAP1 e SETD2 (Network, 2013).

O carcinoma papilar é o segundo tipo histolégico mais comum. Ocorre em
aproximadamente 10% de todos CCR e em 29% dos CCR em afro-americanos. Existe uma
subdivisao dos papilares em tipo I e tipo II. O diagnéstico histopatolégico é baseado na
arquitetura do tumor que forma papilas, geralmente envolvidos por uma pseudocapsula
que deixa o tumor bem circunscrito (Tickoo e Reuter, 2011). Duas sindromes familiares
sdo descritas: as mutacoes no gene c-MET levam ao CCR multifocal papilar tipo |, ja a
mutacdo no gene fumarato-hidratase leva a uma sindrome denominada Leiomiomatose
Hereditaria e CCR caracterizada por leiomiomatose uterina, cutanea e tumores renais de
comportamento extremamente agressivo (Toro et al, 2003). Devido a certa raridade
destes tumores, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos genéticos envolvidos na
génese desta sindrome.

O CCR cromofobo é o terceiro em frequéncia dos tumores renais, ocorrendo

em cerca de 5% dos casos. Tipicamente apresenta uma aparéncia de tumor claro, palido.
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A maioria dos casos sdo lesdes bem delimitadas com baixo potencial metastatico (menos
de 5% dos casos). A origem genética encontra-se na mutagdo de um gene localizado no
cromossomo 17 denominada Birt-Hogg-Dubbé que também identifica a sindrome de
mesmo nome. Esta sindrome é caracterizada por tumores renais bilaterais e multifocais,
nédulos cutaneos, cistos pulmonares e pneumotoérax espontaneo (Schmidt e Linehan,
2015).

Os carcinomas de ductos coletores sao um tipo de CCR muito raro ocorrendo
em menos de 2% dos casos. Baseado nos escassos casos da literatura sdo tumores muito
agressivos em estagios geralmente avangados e com pior progndstico.

Por dltimo existe um subtipo denominado nao-classificavel, pois sdo tumores
que ndo se encaixam em nenhum outro subtipo ja listado. As estatisticas mostram

numeros variaveis entre 0,7-5,7% dos casos(Deng e Melamed, 2012).

Apresentacao Clinica

Nos ultimos anos, com o uso rotineiro de ecografias e tomografias, houve um
aumento expressivo do diagnostico de lesdes renais incidentais (descobertas por
“acidente”). Atualmente 75% dos pacientes apresentam a lesdao neoplasica inicial restrita
ao rim sem nenhum sinal ou exame radiol6gico mostrando lesdo mestastatica. Uma série
dos anos 60-70 relatou que cerca de dois ter¢os dos tumores renais sdao descobertos na
autopsia, sendo que hoje ainda temos a detec¢ao de 20-30% de tumores renais com
metastases. O local mais comum da doenga metastatica é o pulmdo em 60% dos casos,
seguido por ossos e figado em 40% e cérebro em menos de 5%.

Devido a multipla variedade de sinais e sintomas presentes ao diagndstico, o
CCR também é chamado de tumor do internista. Pequenas lesdes siao na maioria dos

casos assintomaticas, e atualmente através de exames de imagem tém sido a maneira
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mais comum de diagnosticar tumor renal. Quando surgem sintomas relacionados a lesao,
o diagnostico geralmente é tardio. O sintoma mais comum é a hemattria macroscopica
em 50-60% dos casos, seguido de dor abdominal em 40% e massa palpavel em 40%.
Esses trés sinais associados recebem o nome de Triade Classica, que ocorre em menos de
10% dos casos (Ritchie e Chisholm, 1983). Outros sinais inespecificos presentes: febre,
sudorese noturna, fadiga e perda de peso. Ja a varicocele a esquerda ocorre em menos de
2% dos casos devido a obstrugdo tumoral da veia gonadal na sua inser¢do na veia renal
esquerda.

Existem também relatos de sindromes paraneoplasicas ocorrendo em 25%
dos pacientes. Os sinais mais frequentes sao eritrocitose, hipercalcemia, disfuncao
hepatica (sindrome de Stauffer) e amiloidose. A causa provavel é pela produgdo de
marcadores e hormoénios como a eritropoietina, o hormonio paratireéide, além de

complexos auto-imunes (Motzer et al., 1996).

Aspectos do tratamento cirurgico do Carcinoma de Células Renais

Com a maioria dos casos sendo diagnosticados incidentalmente, o principal e
mais freqiiente tratamento com inten¢ao curativa é a ressecc¢ao cirurgica. Sem duvida é o
tratamento mais realizado e eficaz na busca da cura dos pacientes.

As lesOes renais com menos de 4 cm, e em alguns casos até 7cm, tem sido
motivo de muita discussdo entre os urologistas sobre a melhor abordagem cirargica. A
preservacdo do orgdo (Nefrectomia Parcial), segundo as mais recentes diretrizes, tem
sido a mais recomendada (Jonasch et al., 2014). A selecao de pacientes para este tipo de
abordagem tem sido estimada pela facilidade para a retirada da lesao, o estadgio tumoral
e outros fatores que possam impedir a cura cirurgica. Com relagdo a linfadenectomia,

ainda ndo existe consenso sobre seu real beneficio. As recomendac¢des atuais sugerem
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avaliacdo individualizada, mas sempre que houver linfonodomegalia, sua retirada é
indicada (Blomet al., 2009). A descricao inicial da nefrectomia radical feita por Robson
na década de 60 consistia na retirada de todo o rim com a gordura perirrenal, fascia de
Gerota e adrenal ipsilateral. Atualmente todos os principios sdo realizados, seja por
videolaparoscopia, robdtica ou cirurgia aberta. Entretanto, a retirada da adrenal sé tem
sido indicada em casos de provavel ou inequivoca invasdo da glandula ou em tumores
extensos do pélo superior, quando a preservagdo da adrenal nao é factivel (Kim et al,

2012).

Tratamento sistémico do CCR

Um a cada trés pacientes apresenta metastase no momento do diagnéstico.
Adicionalmente 20-40% dos pacientes tratados com doenga supostamente localizada
irdo desenvolver lesdes metastaticas e nesse estagio as chances de cura sao baixissimas.
A recomendacao atual para o tratamento dos tumores neste estagio sugere realizar a
nefrectomia citorredutora antes da terapia sistémica sempre que possivel. A nefrectomia
citorredutora consiste na retirada do tumor renal mesmo na presenca de lesdes
metastaticas. Inicialmente era realizada para retirar o tumor trazendo alivio de sintomas
como dor ou sangramento de maneira paliativa. Os estudos subsequentes mostraram
beneficio maior, como redugdo e, até mesmo, desaparecimento das lesdes metastaticas e
melhora da sobrevida global (Flanigan et al,, 2001).

Atualmente diversas categorias de drogas estdo disponiveis para o
tratamento sistémico do CCR: imunoterapia com citocinas (IL2- Interferon), medica¢des
que atuam na via do VEGF, os inibidores da via do m-TOR e a imunoterapia baseada nos
inibidores de checkpoints (PD-L1).

O primeiro tratamento sistémico aprovado pelo FDA (do Inglés: Food and
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Drug Administration) empregando citocinas, foi com Interleucina-2 em 1992. Um estudo
de fase 2 na época mostrou taxa de resposta total (parcial + completa) de 15%, e
resposta completa isolada em 5% (Fyfe et al., 1995), porém as custas de uma toxicidade
extrema foi impossivel expandir a outros pacientes. Estudos subsequentes mostraram
taxa de mortalidade relacionada a terapia de 1% (Yang et al, 2003). Até hoje, nenhum
estudo conseguiu selecionar adequadamente quais pacientes poderiam se beneficiar
desta terapia.

Com a descoberta do gene VHL e de toda a cascata culminando na ativacdo da
via do VEGF, varias drogas foram desenvolvidas para atuar nesta via, sendo hoje o
tratamento de primeira linha para a grande maioria dos pacientes com CCR metastatico.
Cinco agentes estdo disponiveis atualmente, quatro de uso oral (Sorafenib, Sunitinib,
Pazopanib e Axitinib) e um de uso intravenoso (Bevacizumab). Destes, atualmente o
Sunitinib foi o que obteve os melhores resultados e por isso nas atuais diretrizes tem
sido a primeira escolha para pacientes com CCR metastatico (Atkinson et al,, 2014).

Outra via molecular passivel de tratamento sistémico descoberta
recentemente é a via do m-TOR. O Temsirolimus é atualmente o representante mais
utilizado dos inibidores da via do m-TOR e é utilizado com melhores respostas nos
tumores ndo-células claras e também em pacientes com pior progndstico e de mais alto
risco (Hudes, 2007). A Figura 1 apresenta o papel do gene VHL e os principais alvos

terapéuticos relacionados aos receptores VEGF e m-TOR.
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Figura 1 - Esquema da via m-TOR e seus alvos terapéuticos, modificada de Rini et

al: Renal Cell Carcinoma. Lancet 2009;373:1119-32.
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O tratamento mais recente e com 6timos resultados é o uso dos inibidores de
receptores PD/PDL1, também chamados de inibidores de immunecheckpoints. O
mecanismo de acdo consiste no bloqueio de sinais que inativam linfécitos T, levando a
morte celular do tumor. Ao se utilizar estas medicac¢des, os linfécitos ficam livres para
eliminarem as células tumorais. Os estudos mostraram boas respostas em tumores
solidos como rim, pulmdo e melanoma. Os resultados recentes sugerem respostas
objetivas de 18-28% nestes tumores. Especificamente em rim, a resposta foi de 27%
sustentada por no minimo um ano. Estudos de fase 3 estdo ainda em andamento

(Brahmer et al., 2012).
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Fatores Progndsticos

Com tanta variabilidade de tipos histolégicos, genética dos tumores e fatores
inerentes aos pacientes, estabelecer um prognéstico adequado e correto para os CCR
pode ser uma tarefa quase impossivel. Considerando que a grande maioria dos pacientes
apresenta lesdes em estagio inicial com doenca restrita ao rim, por que ainda temos
numeros que giram em torno de 30% de pacientes que irdo apresentar metastases a
distancia? Dentre todos os sistemas de progndsticos e de estadiamento, o mais utilizado
para o CCR é o conhecido acrénimo TNM da AJCC (American Joint Committee on Cancer)
revisado em 2010 (Edge e Compton, 2010). Ele consiste de trés componentes: T
indicando o tamanho do tumor primario e a extensao da invasao, N o estado de invasao
linfonodal e M a presenca de metastase a distancia. Os nimeros e letras ap6s o TNM,
subcategorizam o tamanho do tumor e a extensdo da doenca (Edge e Compton, 2010). O

Quadro 3 apresenta a descri¢do do sistema TNM.
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Quadro 3 - Descricdo do sistema TNM modificado de Edge et al.,2010.

Tumor Primario

TX  Tumor primario ndo pode ser acessado.

TO Sem evidéncia de tumor.

T1 Tumor <7 cm em sua maior dimensao, limitado ao rim.

Tla Tumor <4 cm em sua maior dimensao, limitado ao rim.

T1lb  Tumor >4 cm inferior a >7 cm em sua maior dimens3o, limitado ao rim.
T2 Tumor >7 cm em sua maior dimensao, limitado ao rim.

T2a Tumor >7 cm, mas <10 cm em sua maior dimensao, limitado ao rim.

T2b  Tumor >10 cm, limitado ao rim.

T3 Tumor com extensao para grandes vasos ou tecido perinefrético, mas sem
invadir adrenal ipsilateral ou ultrapassar a fascia de Gerota.

T3a  Tumor com extensdo grosseira para a veia renal ou ramos segmentares ou
tumor invade seio renal, mas sem ultrapassar a fascia de Gerota.

T3b Tumor com extensdo grosseira para a veia cava abaixo do diafragma.

T3c Tumor com extensao grosseira para a veia cava acima do diafragma ou
invade parede da veia cava.

T4 Tumor invade além da fascia de Gerota (incluindo extensdo contigua para
adrenal ipsilateral).

Linfonodos Regionais (N)

NX  Linfonodos Regionais ndo podem ser acessados.

NO Sem metastases em linfonodos regionais.

N1 Metastases em linfonodos regionias.

Metastases a distancia (M)

MO  Sem metastases a distancia.

M1  Metastases a distancia.

Estadio Anatomico

Stage T N M
| T1 NO MO
11 T2 NO MO
I11 T1 /T2 N1 MO
T3 NO/N1 MO
I\Y% T4 NO,1 MO
T1,2,3,4 NO,1 M1

Fonte: Edge et al: AJCC Cancer Staging Manual. 7th Ed. New York, NY: Springer, 2010.

Utilizando esta classificagdo temos que os pacientes categorizados no estagio

1 apresentam sobrevida global de cinco anos em mais de 90% dos casos. Ao passo que

dos 30% de pacientes no estagio 4, menos de 5% estardo vivos em cinco anos com uma
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sobrevida média de 10-15 meses (Mekhail et al, 2005).

0 estadiamento tumoral TNM continua sendo o melhor marcador progndstico
isolado. A critica que se faz a este tipo de estadiamento é que num mesmo estagio a
heterogeneidade dos tumores determina uma limitada capacidade de estabelecer um
prognostico mais acurado e individualizado.

Pacientes que apresentam sintomas ao diagnéstico sdo considerados com
pior prognostico. Os sintomas de caquexia, perda de peso, fadiga, anorexia ou redugdo
nos escores de saude global (ECOG) sdo considerados marcadores clinicos de evolugao
insatisfatoria. Alguns exames laboratoriais simples também sdo marcadores de pior
progndstico, como a presenca de anemia, trombocitose, hipercalcemia, elevacdo da
fosfatase alcalina, proteina c reativa e velocidade de sedimenta¢do globular (VSG)
(Motzer et al., 1997).

Um parametro muito utilizado para estabelecer progndstico nos tumores
renais é o grau de diferenciacdo nuclear de Fuhrmann. Algumas caracteristicas das
células tumorais podem ajudar a definir o prognéstico. Fuhrman e colaboradores
propuseram um sistema de classificagio de tumores renais baseado na morfologia
nuclear. A escala varia de 1 a 4, sendo o grau de melhor prognoéstico aquele com ntcleos
menores, morfologia regular e sem nucléolos (Grau 1), e o de pior prognostico aquele
com nucleos acima de 20um, formas bizarras e varios nucléolos (Grau 4) (Fuhrman et al.,
1982). Estudos ulteriores confirmaram o escore de Fuhrman como marcador
independente de progndstico no carcinoma renal, em especial no de células claras
(Teloken et al, 2009).

Modelos prognésticos caracterizam-se pela associacdo de fatores de risco
para aumentar a acurdcia ao diagndstico. No CCR existem modelos prognosticos

estabelecidos para dois momentos: um quando a doencga é localizada no rim e queremos
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estabelecer individualmente a chance de recorréncia da doenca ou de metastase, outro,
num segundo momento, com a doenc¢a metastatica ja estabelecida. No primeiro caso, os
modelos preditivos incluem caracteristicas clinicas e histolégicas. Destes, os mais
utilizados sdo o de Leibovich que incorpora tamanho tumoral, estagio, grau de
Fuhrmann, presenca de necrose e estado linfonodal sendo desenvolvido pela Clinica
Mayo, conhecido pela sigla SSIGN (Stage, Size, Grade, Necrosis) visando melhor acuricia.
A adicdo de marcadores moleculares tem melhorado a acuracia, mas nenhum deles ainda
consegue predizer e individualizar respostas sobre quem ira desenvolver metastases
(Lane e Kattan, 2008).

Para pacientes com doenga ja metastatica, o modelo progndstico mais
utilizado até hoje foi o proposto por Motzer em 1997. Neste estudo com 670 pacientes
com CCR metastaticos, cinco caracteristicas adversas foram utilizadas com marcador de
pior resposta: escala de Karnosfsky <80, intervalo menor que 1 ano entre o diagnoéstico e
o tratamento sistémico, hipercalcemia, anemia e LDH elevado. Se o paciente nao
apresenta nenhum destes fatores, a sobrevida chega a 30 meses. Se apresentar trés ou
mais fatores, a sobrevida nao chega a 5 meses (Motzer et al., 1999).

Com relacao aos marcadores moleculares temos alguns representantes. Um
dos mais estudados foi a anidrase carbdnica IX que é uma proteina transmembrana
usada como marcador de hipdxia. Ela estd frequentemente elevada em tumores com a
mutacdo do gene VHL. Os estudos mostraram ser marcador independente de pior
progndstico (Atkins et al, 2005), porém trabalhos mais recentes ndo conseguiram
repetir sua acuracia. Seu papel como marcador de resposta terapéutica aos agentes anti-
VEGF nao conseguiu ser estabelecido (Dornbusch et al, 2013). O VEGF deveria também
ser um marcador acurado para estabelecer resposta ja que atua em sua prépria via

sinalizadora. Porém, existe discrepancia importante nos resultados quando utilizamos a
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dosagem do VEGF sérico ou seu receptor VEGF-r. H4 estudos mostrando que uma
dosagem elevada de VEGF antes da terapia significa pior progndstico e outros mostrando
que se este marcador estivesse elevado teria melhor resposta a terapia anti-VEGF. Os
achados conflitantes parecem ser uma consequéncia direta da inconsisténcia técnica nos
métodos de detecg¢do do VEGF (Paule e Brion, 2010).

Devido ao seu papel central na génese do CCR, o estado funcional do gene VHL
tem sido estudado como potencial marcador de prognédstico. Porém, novamente nao foi
comprovado que os pacientes que apresentam um gene herdado e outro mutado na
comparacgao da forma selvagem (dois mutados sem heranga prévia) apresentam melhor
progndstico com relagdo a sobrevida global e cancer especifica (Choueiri, 2008).

Outro fator estudado sdo os polimorfismos génicos. Em estudo utilizando
como terapia o Sunitinib, foram utilizados alguns polimorfismos génicos codificadores
das proteinas CYP3A5, NR1/3, E ABCB1 como melhor resposta terapéutica (Van Der
Veldt et al.,, 2011). Trés polimorfismos no gene da IL-8 e HIF1ALFA e cinco no gene do
HIF mostraram associa¢do levemente positiva com sobrevida global e cancer especifica
em terapia com Pazopanib (Xu et al, 2011). Outro estudo testou 27 tipos de
polimorfismos em 13 genes de pacientes tratados com Pazopanib e Sunitinib. Eles
encontram que apenas os polimorfismos no gene IL-8 foram relacionados a pior
progndstico (Xu et al,, 2015).

Resumidamente podemos dizer que os estudos atuais ndo conseguem
predizer resposta clinica, tampouco individualizar prognoésticos. Com a descoberta do
gene VHL e a subsequente avalanche de drogas bloqueando esta via, a grande maioria
dos estudos de marcadores foca exclusivamente nesta via de acao. O estudo de Gerlinger
em 2012 demonstrou que o tumor renal é extremamente heterogéneo. As mutagdes

génicas da lesdo primaria as vezes nao sdo as mesmas da lesdo metastatica e tampouco
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podem ser totalmente estudadas com apenas uma biépsia (Gerlinger et al., 2012).

O presente estudo se propde investigar uma via alternativa de progressao
tumoral ao VHL, sem relagdo com o VEGF, HIFs e anidrase carbonica. Todos estes sao
marcadores de hipdxia tecidual ja provaram ndo serem eficazes nem ao diagnostico, nem
ao predizer resposta. Nossa proposta estudard uma via de progressdo tumoral

relacionada a lesdo endotelial.

O Fator Tecidual e sua relacao com neoplasias

A associacdo entre fendOmenos tromboembdlicos e neoplasias remonta ao
século XIX com os relatos de tromboflebite em tumores de pancreas descritos
inicialmente por Armand Trousseau em 1865, dando nome a Sindrome de Trousseau
(neoplasia associada a fendmeno tromboembdélico) (Anand e Brat, 2012). Desde entdo a
idéia de que o Fator Tecidual (FT) esta envolvido no desenvolvimento do cancer através
de proliferacao celular, sobrevida celular, angiogénese e transicdo epitelial-mesenquimal
(EMT) e metastase vém gradualmente sendo aceita. Atualmente, sabemos que o cancer
por si sé aumenta em quatro vezes o risco de trombose, enquanto que a realizacdo de
tratamentos quimioterdpicos aumenta em seis vezes estes riscos com relagcdo a
populagdo geral (Heit, 2005). Desde o inicio, diversas moléculas foram estudadas e
sugeridas como provaveis causas dos fendmenos tromboembolicos: IL1-B,TNF-a e IL6 e
o FT (Bick, 2003). O FT é uma glicoproteina transmembrana com 47kDa conhecida como
tromboplastina, fator III, CD142 ou também full-lenght TF (fITF) composta por 219
aminodcidos no dominio extracelular, 24 residuos de aminodcidos na regido da
membrana e 28 aminoacidos no dominio citoplasmatico, sendo condificada pelo gene F3
localizado no 1p22-p21. O FT é essencial para iniciar a via extrinseca da cascata da

coagulacdo quando ocorre a lesdo endotelial, determinando aumento da proliferagao e
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migracao celular. Em circunstancias normais o FT é expresso somente em células
extravasculares, como os fibroblastos subendoteliais dos drgdos internos,
principalmente no cérebro, coracdo, rim e placenta (Spicer et al, 1987). Estudos
conduzidos em camundongos mostraram que a inibicdo do FT, ou ainda niveis baixos
circulantes correlacionam-se com sangramentos em alguns tecidos, notadamente
cérebro e coracdo (Mackman et al, 2007). Quando ocorre uma lesdo endotelial o FT é
liberado na corrente sanguinea e entra em contato inicialmente com o Fator VII
circulante formando um complexo FT-FVII-a, que por sua vez é co-fator para ativacdo do
Fator X em X-a. O Fator X-a ird converter a protrombina em trombina. A trombina ativa
as plaquetas e converte fibrinogénio em fibrina, essencial para a estabilizacdo do
coagulo. Este tem sido considerado o inicio da cascata de coagulacdo (Versteeg et al,

2001). A Figura 2 representa o papel da via exterinseca na cascata da coagulacao.
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Figura 2 - Papel do FT na coagulacio sanguinea. Modificado de Versteeg e

colaboradores em Molecular Medicine 2004; 10: 7.

A- Vaso sanguineo com camada intima (1) que ndo expressa FT e
camada subendotelial contendo FT.(2)

B- Quando ocorre lesdo endotelial o FT entra em contato com os fatores
de coagulacdo na corrente sanguinea especificamente o fator VII dando
inicio a cascata de coagulagéo.
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Estudos genéticos conseguiram mostrar que as células neoplasicas expressam
alta quantidade de FT devido a alteragdes em genes responsaveis pela regulagdo do ciclo
celular como o k-RAS e o p-53. Nesse estudo realizado com células de carcinoma
colorretal os autores demonstraram que as células inicialmente perdem a funcao
reguladora do gene p-53, com subsequente ativacdo das vias sinalizadoras MAPK e PI3-
Kinase, levando a um aumento na expressdo de FT pelas células neoplasicas (Yu et al,

2005). Experimentos realizados in vivo confirmam modificacbes no p53 com
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consequente aumento na expressado do FT. A grande maioria do FT ndo esta na circulacao
sanguinea, apenas uma pequena fracdo denominada microparticulas de FT (MP’s) (Morel
etal, 2006). Em individuos saudaveis, estas MP’s estdo em pequena quantidade. Dvrorak
e colaboradores mostraram que as células tumorais liberam grande quantidade destas
MP na circulagdo sanguinea, e que estas MP ativariam a cascata de coagulacdo de
maneira mais intensa, aumentando os fendomenos tromboembolicos (Dvorak et al,
1983).Estudo realizado em camundongos inoculados com cancer pancreatico humano
encontrou correlacao positiva entre os niveis de FT circulantes e atividade do complexo
trombina, um marcador de ativacdo da cascata de coagulacdao (Wang et al., 2012). Assim,
os resultados sugerem que os tumores sao parcela fundamental para producao do FT
circulante, que por sua vez determina um estado de hipercoagulabilidade, aumentando a
incidéncia de tromboembolismo (Tesselaar et al., 2007).

Mais recentemente, um estudo mostrou que o FT ndo somente estimula
fendmenos tromboembdlicos, mas parecem apresentar propriedades ndo hemostaticas
essenciais para a progressao do cancer. A ligacdo do FT ao FVIla formando o complexo
inicial da cascata de coagulacdo também determina algumas alteracdes intracelulares,
como transcricdo génica, sobrevivéncia celular e mudancgas citoesqueléticas, necessarias
para uma resposta adequada ao ambiente local. Neste sentido, uma familia de receptores
recebe maior destaque, os chamados PAR (do Inglés: Protease-Activated Receptors)
numerados de 1 a 4 (Liu e Mueller, 2006). Estes receptores sao ativados quando ha
quebra da terminacdo amino extracelular. Os receptores 1, 3 e 4 sdo ativados
principalmente pela trombina e o PAR 2 pela plasmina. Este ultimo recebe maior
destaque por apresentar ativa¢do principalmente com o complexo FT-FVIIa. Quando o
FT se liga ao FVIIa e este ao PAR2, ocorre ativacdo intracelular de quinases responsaveis

por fazerem um rearranjo citoesquelético e por aumentarem a sobrevida celular. A
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ativacdo destas quinases da inicio a um programa intracelular que aumenta a sintese de
proteinas pré-angiogénicas como o VEGF, Cyr61, CTGF, CXCL1 e IL8, corroborando a
idéia de que o FT tem papel fundamental também na dissemina¢do dos tumores ao
aumentar a sintese destas proteinas (Ruf, 2007).

Diferentemente da estimulacdo do PAR2, as isoformas do FT chamam atengao
para as propriedades nao hemostaticas do FT. O TF-A (do Inglés: Tissue Factor A) resulta
de um processamento alternativo no exon 1, e em células sadias ndo transformadas
constitui menos de 1%, ao passo que em células neoplasicas o nimero de TF-A chega a
10% (Kocattrk, 2012 ). Outra isoforma foi identificada por Bogdanov e colaboradores
em 2003, sendo nomeada alternative-splice TF ou asTF (Bogdanov et al,, 2003).

Normalmente o FT é processado e codificado por seis exons ao passo que o
asTF é codificado por cinco exons. Esta alteragdo determina que excepcionalmente esta
variante do FT seja soluvel e possa ser detectada no plasma. As isoformas do FT parecem
ter papel chave principalmente em neoplasias. O fato de ser recente esta descoberta e de
ndo dispormos de reagentes especificos subestima sua real importancia (Chand et al,
2006). Uma dificuldade que encontramos atualmente é ndo poder distinguir a expressao
do FT da expressao do asTF. Segundo nossa busca, o unico estudo realizado demonstrou
que o aumento da expressdo de asTF esta associado a pior sobrevida, conduzido em
carcinoma de pulmao nao-pequenas células (Rollin et al, 2010). Resumidamente, o
complexo FT-FVIIa-PAR2 sinaliza para o citoplasma e para o ntcleo da célula uma série
de mecanismos que vao influenciar na sobrevida celular, motilidade celular e producao
de fatores angiogénicos (Camerer et al., 2000). A Figura 3 representa esquematicamente

a acao do FT ativado no interior de uma célula endotelial.
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Figura 3 - Sinalizacdo intracelular FT-FVIIa-PAR2 para promover modificacoes

celulares através do aumento de sintese de fatores pro-angiogénicos.

Fator Tecidual ReceptorPAR2 e suas
ativando FatorVila 1 funcoes intracelulares
\ _ ;

\ TF
ugfi
ught
Pl ) -
(j/ \
e e

Immune
Regulator
CSF12 Angiogenic Andi Ap_o!:totoc Migration
: : Anoikis
Stimulation P
Birc3, BelX ‘

CXCL-1, VEGFA/C, IL-8

Modificado de Ruf et al. em Arterioscler Vasc Thromb Biol 2010;

A expressao do FT estd aumentada em mais de 1000 vezes principalmente em
neoplasias de origem epitelial como pancreas, pulmdo nao-pequenas células, colorretal e
mama (Van Den Berg et al, 2011). Na maioria destes, houve correlagdo positiva entre o
aumento da expressdo de FT, parametros clinicos e patolégicos tais como: niimero de
vasos tumorais (Khorana et al,, 2007), indice de metastases (Sawada et al,, 1999), grau
de diferenciacdo do tumor e sobrevida (Nitori et al., 2005). Em estudo realizado para
analise da expressdo do FT em neoplasia de ovario, Han e colaboradores compararam os
niveis séricos do FT em neoplasia benigna de ovario, leses ovarianas com baixo

potencial de malignidade e neoplasia maligna de ovario. Os resultados mostraram que as
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pacientes com neoplasia maligna de ovario expressaram niveis mais elevados de FT, e
que esta dosagem sérica era fator progndéstico independente de mortalidade relacionada
a doenca (Han, L. Y. et al.,, 2006).

Em relagdo a neoplasias urologicas, Forster e colaboradores publicaram em
2003 a primeira andlise da expressao de FT em neoplasia renal. Foram 18 pacientes com
carcinoma de células claras de rim, em que se analisou a expressdo do FT em tumores a
fresco pela técnica de ELISA e a quantificagio do RNA mensageiro por técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase). Houve elevada expressao do FT no tecido sem tumor
em comparacdo a quantidade de FT no tecido neoplasico. Também neste mesmo estudo,
os autores realizaram coleta de sangue em 75 pacientes com CCR e 92 voluntarios sadios
emparelhados por idade. Ndo houve aumento de FT no soro dos pacientes com cancer na
comparagao com individuos saudaveis. Este foi o primeiro estudo de dosagem do FT em
CCR, seu resultado negativo mostrou que nao houve correlagdo dos niveis séricos do FT
com qualquer desfecho clinico ou sobrevida (Forster et al., 2003).

Os dados mencionados tornam valida a seguinte pergunta: como o FT pode
estar relacionado ao progndstico? Sabemos que os tumores se disseminam através do
espaco intravascular dando origem as metastases hematogénicas. Células neoplasicas
expressam alta taxa de FT e, por mecanismo de ativacdo da cascata da coagulacao,
estimulam o VEGF, fator responsavel pela angiogénese tumoral (Kasthuri et al, 2009).
Zhang e colaboradores, em estudo realizado em sarcomas, mostraram que células
transfectadas com FT induziram tumores mais vascularizados quando injetadas em
camundongos devido a um aumento na regulacdao do VEGF (Zhang et al,, 1994). Outros
estudos conduzidos em camundongos mostraram que a inibicao da via FT reduziu
significativamente a quantidade de metastases pulmonares quando comparados a

camundongos controles (Amirkhosravi et al., 2002). A Figura 4 apresenta um esquema
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da funcao do FT na produgao de metastases, crescimento tumoral e angiogénese.

Figura 4 - Esquematizacio da funcio do FT na producio de metastases,

crescimento tumoral e angiogénese.
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Modificado de Ruf et al. em Arterioscler Vasc Thromb Biol 2005; 25:1546

Outro ponto importante é a influéncia do FT no crescimento tumoral. Até o
momento, segundo nossa busca, ndo esta provado se o aumento da expressdo do FT
corresponderia a um aumento do tumor. J4, a inibicdo da via de ativacdo do FT em
tumores colorretais conseguiu reduzir o tamanho do tumor, dado obtido de estudo
recente realizado com camundongos. Neste estudo foi constatado que a resposta ocorreu
in vivo, enquanto in vitro nao houve reducdo tumoral (Yu et al., 2005).

Em funcdo desses dados, pesquisadores tém tentado bloquear de alguma
forma a via do FT, tanto para diminuir a incidéncia de tromboses, como também para
evitar a progressdo tumoral. Drogas menos especificas como a varfarina (antagonista da
vitamina K) e a heparina, em estudos experimentais, mostraram alguma redu¢do na

incidéncia de metastases, mas provavelmente sem ligacdo com o FT (Schulman e
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Lindmarker, 2000). Através de um mecanismo de retroalimentacao negativa, o aumento
na quantidade de Fator Xa leva a producdo de um inibidor de protease plasmatico
conhecido como inibidor da via do FT (TFPI). Além da inibicdo da via do FT, esta
protease forma um composto quaternario que inativa o FT, FVIla e FXa. A inibicao da via
especifica do FT-VIIa-PAR2 através do anticorpo monoclonal 10H10 ja mostrou reducao
no crescimento de tumores de mama em camundongos, e pode ter potencial terapéutico
sem afetar as propriedades de coagulacdo necessarias do FT (Versteeg et al., 2008).

Atualmente, algumas novas drogas estdo sob investigagdo em estudos
clinicos. O ALT-386 é um anticorpo inibidor do FT e o PCI-27483, uma pequena molécula
inibidora da via FT-FVIIa-PAR2. Ambos sao estudos que ainda estido em fase de
recrutamento de pacientes em tumores de mama, soélidos epiteliais e pancreaticos
respectivamente (Wong, 2012). Os resultados destes dois estudos podem introduzir
novas modalidades de tratamento de neoplasias e tromboses relacionadas,
definitivamente colocando o FT como marcador de prognéstico e alvo terapéutico de
primeira linha.

Em pesquisa realizada pelo nosso grupo foi constatado que a expressao
imuno-histoquimica do FT foi o principal fator prognoéstico de recorréncia e de dbito em
nefroblastomas (Maciel et al., 2009). Posteriormente, comprovou-se associacao positiva
em relacdo a expressao imuno-histoquimica do FT e pior progndstico em carcinoma de
células claras de rim. Interessantemente, a expressao imuno-histoquimica aumentada do
FT (>10mm2) foi o principal fator prognostico de recorréncia e 6bito em carcinoma de
células claras de rim, superando inclusive os ja bem estabelecidos fatores de risco como
o grau de Fuhrmann, estadiamento TNM e o escore SSIGN. A expressdao imuno-
histoquimica do FT foi fator preditivo de mortalidade inclusive na andalise multivariada

(Silva et al.,, 2014). Neste sentido parece provavel ser o FT um marcador importante para

39



o prognéstico de neoplasias renais.

Polimorfismo genético do FT

Dentro de uma espécie os cromossomos sdo bastante similares entre si, mas
em determinados locais do cromossomo (loci) pode haver variabilidade na sequéncia do
DNA. Se a variacdo encontrada for maior que 1% na populagdo, este gene é polimorfico.
Os polimorfismos podem atuar como marcadores genéticos ja que sdo transmitidos
associados a outros genes localizados na regido cromossémica préximo a eles (linkage)
(Balasubramanian et al., 2004). Com relacdo ao FT alguns estudos foram realizados para
pesquisar o polimorfismo no FT. A maioria dos estudos de polimorfismo no FT foram
realizados em doencas vasculares e respiratérias; nenhum realizado em neoplasias
conforme nossa busca.

Um dos polimorfismos mais estudados foi encontrado na regidao promotora
do gene do TF (Arnaud et al, 2000). A mutacdo A-603G tem sida uma das mais
estudadas. Por estar localizada na regido promotora, existe uma amplificacao importante
na expressao do RNAm do FT e, consequente aumento no nivel sérico do TF (Reny et al,
2004). Esta variabilidade genética em estudo realizado em pacientes com Infarto Agudo
do Miocardio (IAM) determinou um pior prognéstico do ponto de vista cardiovascular e
um aumento na incidéncia de fendmenos tromboembdlicos (Ott et al, 2004). Também
em estudo realizado em populagao japonesa, Isada e colaboradores mostraram que este
polimorfismo estava associado a um aumento na incidéncia de asma inicial em pacientes
adultos (Isada et al., 2010). Outro estudo correlacionou este mesmo polimorfismo com
doenca vascular-aterosclerose. Gertow e colaboradores pesquisaram este mesmo
polimorfismo e avaliaram a espessura da parede da intima da artéria carétida de

pacientes em programa preventivo de doencgas cardiovasculares. A espessura da artéria
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foi estatisticamente maior em pacientes com o polimorfismo A-603G. Desta forma
podemos inferir que pacientes portadores desta mutacdo estdo em risco de desenvolver
mais doenca aterosclerdtica (Gertow et al, 2009). Ja Malarstig e colaboradores
pesquisaram outro polimorfismo em pacientes com IAM. Neste estudo foi investigado o
polimorfismo no intron 2 do gene do FT com a muta¢do 5466 A>G. Os pacientes com a
mutacdo apresentaram trés vezes mais risco de morte cardiovascular quando
comparados aos controles sem a mutacao (Malarstig et al., 2005).

A importancia dos polimorfismos genéticos com relacao as neoplasias renais
pode ser exemplificada pelo estudo do polimorfismo do gene do VEGF. Neste estudo, o
polimorfismo -460 est4 associado a um aumento do risco de desenvolver CCR e sugere
que pacientes com histérico familiar e em alto risco de desenvolver o cancer renal facam
a triagem inicial (Bruyere et al, 2010). Segundo os dados publicados deste estudo, os
pesquisadores ndo realizaram ecografia nos pacientes controles para excluir neoplasia

renal, bem como nio foram dosados niveis séricos de VEGF.

Dosagem sérica do Fator Tecidual

Em individuos saudaveis circula na corrente sanguinea entre 27-172 pg/mL
de FT, sendo a grande maioria ligada as microparticulas celulares do FT (do Inglés: MP-
TF) (Key, 2010). Estas MP-TF sdao membranas vesiculares resultantes da eliminagao de
células apoptoéticas, células ativadas ou células cancerosas (Amin et al, 2007). Os niveis
de FT podem ser dosados através de ensaios baseados na atividade do FT ou na presenca
do antigeno. A atividade do FT foi medida mostrando-se um método fidedigno, pois
basea-se na medida do antigeno tanto na forma inativa como ativa (Key e Mackman,
2010).

As MP-FT presentes em pacientes com neoplasias sdo aparentemente
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derivadas do proéprio tumor e seus niveis sdo drasticamente reduzidos apds resseccao
tumoral (Zwicker et al, 2009). O estudo de Thaler e colaboradores em pacientes com
neoplasia de pancreas mostrou que os niveis séricos de MP-FT se correlacionam com
estadio clinico. A dosagem da atividade do MP-TF também correlacionou com o aumento
da expressdo imuno-histoquimica do FT no tumor, sugerindo que similar relacdo da
dosagem sérica do MP-FT pode ser estabelecida em outros tumores (Thaler et al, 2012).
Os achados de Han e colaboradores comprovam que ha correlacao entre os niveis séricos
do FT e neoplasias de ovario. Nesse trabalho, o FT foi dosado através de teste de ELISA
no pré-operatério de 144 pacientes com suspeita de tumor ovariano. Posteriormente
verificou-se que dos 144, 98 eram pacientes com tumores malignos de ovario, 30 com
tumores com baixo potencial de malignidade e 16 tumores benignos. Os niveis séricos de
FT acima de 190pg/mL foram marcadores independentes de pior progndstico com
aumento da mortalidade cancer especifica. Concluem que a dosagem sérica por ELISA do
FT pode ser uma ferramenta diagnéstica importante para os pacientes com neoplasia de
ovario (Han, L. Y. et al, 2006). Neste sentido torna-se valido a mesma investigacdo em

CCCr.
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Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar a concentragdo sérica do FT, em pacientes com carcinoma de células

claras de rim.

Objetivos Especificos

Em pacientes com carcinoma de células claras de rim (CCCr) submetidos a
cirurgia no HSL- PUCRS:
e Quantificar os niveis séricos do FT nos pacientes com CCCr no pré e
pOs-operatorio;
e Comparar a dosagem pré-operatoria dos pacientes com CCCr com
pacientes controles sem CCCr
e Verificar a correlacdo entre a concentragdo sérica do FT com outros

fatores prognoésticos reconhecidos de neoplasia renal.



Pacientes e Métodos

Pacientes

Foram convidados a participar do estudo pacientes com cancer de células
renais atendidos nos Ambulatérios de Uro-oncologia e de Urologia Geral do Hospital Sdo
Lucas da Pontificia Universidade do Rio Grande do Sul (HSL/PUCRS) no periodo
compreendido entre setembro de 2014 e junho de 2016. Neste mesmo periodo pacientes
submetidos a outros procedimentos urolégicos como, por exemplo, ressecc¢ao
endoscépica de proéstata, ureterolitiase, cistos renais benignos, nefrectomia por exclusao

renal entre outros foram também incluidos como pacientes controles.

Amostra

Os dados foram coletados de acordo com protocolo de pesquisa (Anexo 2). Os
pacientes foram acompanhados seguindo a sugestdo das diretrizes da Sociedade
Brasileira de Urologia (Ornellas, 2012) e acompanhados seguindo cronograma definido

pela Sociedade Brasileira de Urologia (SBU).

Delineamento

Estudo transversal contemporaneo.

Critérios
Foram incluidos no estudo pacientes com CCCr que aceitaram participar e

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo1).

Foram excluidos pacientes com histéria de neoplasia prévia, amostras



patolégicas inadequadas para o processamento e analises laboratoriais, bem como

registros incompletos, falta de seguimento ambulatorial.

Varidveis

As variaveis a analisadas no estudo foram as seguintes:

Idade, sexo, HAS, estadiamento clinico pré-operatéorio (TNM-2010),
classificacdo de Fuhrmann, presenca de necrose na amostra, dosagem sorolégica do FT

pré-operatoério e apés pelo menos quatro semanas da nefrectomia, niveis séricos de FT

em controles.

Coleta, armazenamento e anadlises laboratoriais

As concentragdes plasmaticas do FT foram quantificadas por método de
ELISA, utilizando o kit Human Coagulation Factor III/Tissue Factor Immunoassay -
Quantikine®ELISA (Catalog Number DCF300) adquirido da R&D (California - EUA).
Amostras de 5 mL de sangue foram coletadas, em tubos contendo EDTA,imediatamente
antes da cirurgia e apds decorrido um periodo minimo de 30 dias. Em até 30 minutos
ap6s a coleta, o plasma foi separado por centrifugacdo a 1000 x g por 15 minutos.
Aspirado, o plasma foi transferido para tubos de 600 uL e estocadas em freezer a
temperatura de -80°C. Quando concluida a cole¢do de amostras, a dosagem foi iniciada,
seguindo-se as orientagdes do fabricante do kit. Nas placas de poliestireno contendo 96
pocos com anticorpo monoclonal especifico para o fator IIl de coagulacdo, foram
pipetadas a curva padrao (concentragoes 7,8 a 500 pg/mL) e as amostras. Apds 2 horas
de incubacgdo a temperatura ambiente em constante agitacao, as placas foram aspiradas e
lavadas por 3 vezes com solucao de lavagem. Os mesmos procedimentos foram repetidos

para a adicdo do conjugado. A adicdo do substrato teve incuba¢do por 30 minutos sem
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agitacdo e protegida da luz. Ao seu final foram adicionados 50 uL de solug¢do de acido
sulfurico a fim de suspender a reagdo. A densidade 6tica das amostras foi obtida pela
leitura da placa em espectrofotdmetro Zenyth 340® (Made in Austria),com filtro de
450nm com corre¢ao de comprimento de onda de570 nm. As concentracdes de FT das
amostras foram calculadas com relacdo a leitura dos padrdes e a correlagdo entre os
pontos da curva padrao (r2=0,9963). Ao final o resultado foi multiplicado por 2 devido a
diluicdo das amostras recomendada pelo fabricante R&D®. Os ensaios foram realizados

no Laboratoério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

Analise Estatistica

As variaveis continuas foram descritas como médias e desvios-padrao. Para
dados assimétricos utilizamos medianas e intervalos minimo-maximo. Os dados
categoricos foram expressos utilizando contagens e percentagens. Utilizou-se o teste t de
Student para comparacdo de varidveis continuas eo teste exato de Fisher para a
comparacao de variaveis com dados categoricos. Utilizou-se uma regressao linear para
identificar a associacdo potencial da reducao do TF sérico com o tamanho do tumor
como com outras varidveis quantitativas. Os valores foram expressos como r (coeficiente
de Pearson) e b (coeficiente angular). Para a associacdo de variaveis categoricas foi
utilizada a analise de covariancia com valores negativos e desvio padrdo. O programa
Statistical Package for Social Sciences (SPSS, v. 22.0) foi utilizado para analise de dados. O
protocolo do estudo foi revisado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa do
hospital universitario, protocolo nimero 33687414.5.0000.5336 ( Apéndice 1), e todos
os pacientes assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido quando

incluidos no estudo (Apéndice 2).
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Resultados

Os resultados obtidos estdao apresentados a seguir em duas versdes: a
primeira apresenta o artigo em inglés submetido ao peridédico International Brazilian
Journal of Urology (Int Braz ] Urol), revista indexada no PUBMED, ja incluindo as
respostas aos revisores destacadas em negrito. A segunda parte, em portugués consta da

apresentacao dos dados para o corpo da presente tese.



Serum Tissue Factor as a biomarker for Renal Clear Cell
Carcinoma

Running head: tissue factor as a biomarker in kidney cancer

Abbreviations and Acronyms

TF = tissue factor

RCC = renal cell carcinoma

ELISA = enzyme linked immunosorbent assay

Key Words: Kidney neoplasms, thromboplastin, biomarkers
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INTRODUCTION

Clear cell renal cell carcinoma (RCC) corresponds to 85% of all renal malignancies,

with an estimated 66.000 new cases in the U.S. in 2016(1). In 2012, there wereabout 142.000
deaths due to kidney neoplasms, representing the 16""most common cause of cancer specific
mortality(2). In spite of the significant increase in the diagnosis of incidental RCCs, the
expected reduction in mortality rates did not occur, since roughly 30% of the patients with
RCCs are already metastatic at presentation(3). In fact, mortality rates of renal malignancies
have increased in underdeveloped and in developing countries in recent years(4).
The search for new diagnostic and prognostic biomarkers in clear cell RCC has evolved slowly
over the years. Many tissue biomarkers have been studied, with mixed results as either
prognostic or predictive tools: carbonic anhydrase IX, B7-H1, survivin, PD-1, Epcam/ksa, IGF-
1, VEGF, EphA2, and Skp2(5-13).More recently, some genes were associated with the
presence of CCR. Among these, the most frequently mutated were: PBRM1, that is part of
the chromatin remodeling complex, BAP1 and SETd2, which are histones also relevant to this
process (14).So far, no serum biomarker has proven clinically useful in clear cell RCC.

Tissue factor (TF) is a transmembrane protein responsible for triggering the extrinsic
coagulation pathway(15). An increased TF expression was correlated with worse outcomes in
various tumors from organs such as pancreas, ovary, lung, breast, prostate, colon and central
nervous system(16). Serum TF levels were tested as possible tumor markers in ovarian and
pancreatic cancers, with promising results(17, 18). We have previously reported that an

increased immunohistochemical expression of TF in Wilms tumors(19) and in clear cell RCC
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(20)was an adverse prognostic factor, correlated with decreased overall and cancer-specific
survival.The present study aims to determine whether serum levels of TF are useful as
biomarkers in clear cell RCC.

MATERIALS AND METHODS

A prospective study was carried out in patients with renal tumors candidates for
either radical or partial nephrectomy at a university hospital. From August 2014 to July 2016,
43 patients were included in the study, andwere tested preoperatively for TF.Of these,11
patients who did not present with the diagnosis of clear cell RCC in the pathologic exam (08
benign lesions, 02 chromophobic carcinomas, 01 papillary carcinoma) were excluded. In 32
patients with confirmed diagnosis of clear cell RCC, a second blood collection for TF was
performed after at least four weeks from the date of surgery.Additionally, we tested for TF in
the preoperative setting the serum of 16 controls who were operated with diverse diagnosis.
This heterogenous group was composed by patients with prostate cancer (1), benign renal
cysts (2), oncocytoma (1), benign prostatic hyperplasia (7), non-functional kidneys (2),
ureteral stones (2), and renal stone (1).Controls were operated by the same Urology team,
and showed no evidence of RCC in imaging exams of the upper urinary tract and in pathology
reports. Postoperative samples were lost in two patients with clear cell RCC, who were
excluded from the study. Our final study group thus consisted of 30 patients with clear cell
RCC and 16 controls with otherdiseases. The clinical and pathologic variablesstudied
included: age at diagnosis, gender, presence of arterial hypertension, history of smoking,
Fuhrman's grade, TNM stage (2010), presence of tumor necrosis, size of the renal lesion,

preoperative and postoperative serum levels of TF.
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TF- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Serum concentrations of FT were quantified by ELISA using the Human Coagulation Factor Il
/ Tissue Factor Immunoassay - Quantikine ® ELISA kit (Catalog Number DCF300) purchased
from R & D (California - USA). Samples of 5 mL of blood were collected in tubes containing
EDTA before and after at least four weeks of surgery. Within 30 minutes after collection,
serum was separated by centrifugation at 1000 x g for 15 minutes. Aspirated, the serum was
transferred to 600 ulL tubes and stored in a freezer at -80 ° C. When the sample collection
was complete, testing was initiated, following the manufacturer's protocol. In the 96-well
polystyrene plates with monoclonal antibody specific for coagulation factor lll, the standard
curve (concentrations 7.8 to 500 pg / mL) and the samples were added. After 2 hours of
incubation at room temperature, the plates were aspirated and washed 3 times. The same
procedures were repeated for addition of the conjugate. Addition of the substrate was
incubated for 30 minutes without shaking and protected from light. At its end 50 ul of
sulfuric acid solution was added to suspend the reaction. The optical density of the samples
was obtained by reading the plate in Zenyth® 340R (Made in Austria) spectrophotometer
with a 450nm filter with 570 nm wavelength correction. Tissue factor concentrations of the
samples were calculated with respect to the reading of the standards and the correlation
between the points of the standard curve (r2 = 0.9963). At the end the result was multiplied
by 2 due to the dilution of the samples recommended by the R & D manufacturer. The tests
were performed at the Laboratory of Nephrology of the Biomedical Research Institute of

PUCRS.
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Statistical Analysis and Ethics

Continuous variables were described as means and standard deviations. For
asymmetric data we used medians and minimum-maximum intervals. Categorical data were
expressed using counts and percentages. We used Student's t-test for the comparison of
continuous variables and Fisher's exact test for the comparison of variables with categorical
data. A linear regression was used to identify the potential association of the reduction of
serum TF with tumor size as with other quantitative variables. The values were expressed as r
(Pearson's coefficient) and b (angular coefficient). For the association of categorical variables,
covariance analysis with negative values and standard deviation was used. The
StatisticalPackage for Social Sciences program (SPSS, v. 22.0) was used for data analysis. The
study protocol was reviewed and approved by the research ethics committee of the
university hospital, protocol number 33687414.5.0000.5336, and all patients signed a free

informed consent form when included in the study.

RESULTS

The clinical and pathologic variables are shown in Table 1. There was a predominance
of men in the sample (n = 18, 60.1%), and the mean age was 58.8 years (31-91 years). Mean
tumor size was 5.53 cm (0.4-19.0 cm). Regarding Fuhrman's classification, 4 (13.3%) patients
were grade 1, 20 (66.6%) were grade 2, 6 (20%) were grade 3, and 0 (0.0%) were grade 4. The

pathologic stage was TNM | in 22 (73.3%); TNM Il in 02 (6.6%), TNM 1l in three (10%), and
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TNM IV in three (10%). There were no statistically significant differences between groups

regarding age, sex and hypertension.
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Table 1 — Patients characteristics.

CCR CONTROLS
Characteristics P
n=30 n=16
Age, years 61.1+10.1 57.5+12.9 0.9501
Male sex, n (%) 18 (60.0) 12 (75.0) 0.257]
Tumour size, cm 5.52+25 - -
Hypertension 17(56.6) 4(25.0) 0.060
Fuhrman grade, n (%) -
1 4(13.3) -
2 20(66.6) ;
3 6 (20.0) -
4 0(0.0) -
TNM stage, n (%) -
| 22 (73.3) -
I 2 (6.6) -
i 3 (10.0) -
v 3 (10.0) -

Legend: Data are presented as mean * standard deviation or counts (%).
TNM: TNM staging classification for renal cell carcinoma. p: statistical significance, [a]:
Student’s t test, [b]: Fisher's exact test.

The mean pre-operative serum TF in patients with RCC was 66.8 pg/ml whereas in
healthy patients it was 28.4pg/ml (p <0.001). Figure 1 shows a box-plot representation of the

mean and median values of TF in serum, both in renal cancer and in controls.
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Figure 1. Serum TF in Controls and in Clear Cell RCC
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Figure 2 shows postoperative serum levels of TF in patients with clear cell RCC, whose
mean was 26.3 pg/ml. All patients with clear cell RCC presented with a reduction in serum TF
levels after at least four weeks from surgery. The mean reduction in postoperative TF was

41.6 pg/ml (p value, 0.001).
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Figure 2. Preoperative and Postoperative serum TF.
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To determine which factors are involved in thepostoperative reduction of TF, we
performed a linear regression for continuous variables using the tumor size data and a
covariance analysis for the TNM, presence of necrosis, and Fuhrman grade (table 2). Tumor
size was the only variable that in linear regression showed statistical significance with a value
b (Pearson coefficient) of -382 and an angular coefficient (linear regression) of -4.72. This
means that with each 1cm increase in tumor diameter we have a reduction of approximately
4.7 TF units in pg/ml (p = 0.037).The value of preoperative TF was also correlated with the
size of the tumor at diagnosis. The Pearson test also confirmed a positive correlation with p =

0.03 and an angular coefficient of -388.
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Table 2- Association between the decrease in serum TF levels and selected
prognostic factors

Characteristics n Statistics o]
Tumor size, cm 30 r=-0.382 0.03
b=-4.73
Necrosis
Absent 24 -37.816.7 0.20
Present 6 -56.8111.6

Fuhrman grade

1 4 -68.9+11.0 0.07
>2 26 -37.4+6.3
TNM stage
| 22 -38.1+7.0 0.32
> 8 -51.5+31.1

Legend: r= Pearson coefficient; b: angular coefficient (linear regression);
p: statistical significance. + Sign represents mean + standard error.



DISCUSSION

In some malignant neoplasms, serum markers are important not only for the
diagnosis of the disease but also have roles as prognostic tools and are adjuncts to patients’
follow-up. So far, no serum marker has proven to be clinically useful in clear cell RCC. We
have shown for the first time that in the preoperative setting, patients with clear cell RCC
have serum TF levels three times higher than those of patients with other diseases. Our
control group consisted of a very heterogeneous group including one patient with prostate
cancer and two patients with benign renal lesions. It is interesting to note that even with a
few patients in the control group presenting with benign neoplasms, the value of
preoperative TF in the control group did not approach the values of patients with ccRCC. We
could hypothesize that TF is a more specific endothelial marker of malignant disease,
especially in more vascularized organs, like the kidney.Furthermore, we have shown a three-
fold reduction in serum TF levels in the postoperative setting of patients with clear cell RCC
after at least four weeks of the surgical removal of the tumor. These findings suggest that

serum levels of TF may be clinically useful as markers of the presence of clear cell RCC.

The idea of testing this marker in the serum of patients with clear cell RCC was not
random. We have previously studied the immunohistochemical expression of TF in tumor
samples of patients with Wilms tumors and in tumor samples of patients with clear cell RCC.
In the samples of patients with Wilms tumors, an increased TF expression was an
independent prognostic factor of overall survival (HR 5.6; p<0.01)(18). In samples of patients
with clear cell RCC an increased expression of TF was alsoan independent predictor of overall

survival (HR 4.03; p=0.03)(19). Forster et al. have previously studied TF both in tissue and in
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serum of patients with RCC. These authors did not find an increased expression of TF in the
tumor samples of patients with RCC compared with normal tissue samples of the same
kidney. Additionally, they did not find a statistical significant difference in the serum TF levels
of patients with RCC andhealthy volunteers(20). The reason for these discordant results

remains to be explained.

We have observed a marked reduction of serum levels of TF in the postoperative
setting in all our patients with clear cell RCC, with a mean reduction of 41pg/ml (p<0.001).
Tumor size was correlated with the reduction in serum TF levels, in such a way that for every
centimeter of the primary lesion there was a mean reduction of 4.72 pg/ml in serum TF in
the postoperative setting. Other prognostic variables such as TNM, Fuhrman grade, and the
presence of necrosis were tested by covariance analysis, but were not significantly associated
with the decrease in TF levels. Our small sample and the predominance of patients with
initial disease (e.g., TNM | =73.3%; 20% of SRM’s- tumors smaller than 3.5cm) may have

contributed to these findings.

Serum TF has been studied in clinical research. The ELISA technique is the most
common methodology of serum TF testing (American Diagnostic and R&D). These kits refer
to normal levels in healthy patients values ranging from 27 to 172 pg/ml. Han et al have
previously studied serum TF levels in women with ovarian benign lesions, ovarian lesions of
uncertain behavior and ovarian cancer. In this study, mean serum TF levels were of 85.2
pg/ml in ovarian cancer, a value much higher of the mean 12.8 pg/ml found in patients with
benign ovarian diseases (p<0.01). Values higher than 190 pg/ml were correlated with a worse

prognosis and cancer specific mortality (3-4 times higher; p=0.01) (16). In another study,
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Zwicker et al evaluated serum TF with the technique of microparticles (MP-TF) in patients
with pancreatic cancer. In this study, there was a correlation between serum MP-TF levels
and the risk of thromboembolism and of cancer specific mortality. In three patients, MP-TF

was undetectable after the surgical removal of the pancreas (21).

Our study has several limitations. Firstly, we tested a small number of selected
patients with clear cell RCC. Larger studies are needed to corroborate our findings. Secondly,
since our study was prospective and follow-up is short, we do not have long- term survival or
mortality data to evaluate as outcome measures. Thirdly, since cancer determines an
inflammatory response, in the presence of a malignant neoplasm there is an increased
production of several markers, which may not be cancer specific, but related to
inflammation. In this study, we did not perform other inflammatory markers, such as C-
reactive protein, Eritrocyte Sedimentation Rate (ESR) (22) or interleukyn-6 (23). This is
probably going to be the subject of further research. Lastly, we did not analyze in this study
the tissue expression of TF by immunohistochemistry or polymerase-chain reaction

techniques in the samples of clear cell RCC.

Our findings should be validated by studies with a larger number of patients to
ascertain their real clinical applicability. The usefulness of TF in serum as a marker of the
presence of disease could help in more accurately evaluating small renal masses, complex
cystic lesions, oncocytomas and angiomiolipomas. Serum TF determinations could also be

potentially used as a follow-up tool in clear cell RCC.
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CONCLUSIONS

We have shown a 3-fold reduction in the median preoperative serum levels of TF in
patients with clear cell RCC after surgery. We have also shown a difference of the same
magnitude in the serum levels of TF compared with those of a control group of patients with
benign diseases. TF appears to be a useful serum marker for the presence of clear cell RCC.

Further studies are needed to validate these findings.
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Continuacgdo dos resultados: versdo em portugués

Adicionalmente, os resultados que seguem ndo constaram do artigo
submetido, mas foram obtidos a partir da analise dos dados. A amostra foi formada por
30 pacientes com CCCr e 16 controles sem CCCr identificada por exame de imagem. A
analise inicial mostra um predominio de homens (60,1%) com idade média de 58 anos
(19-91anos). O tamanho médio dos tumores foi de 5.56cm (0,4-19,0cm). A maioria era
pacientes hipertensos com 56,6% na amostra. Com relagdo ao estadiamento TNM 73,3%
foram incluidos no estadio I, 6,6% estadio II, 10% estadio III e nenhum paciente no
estadio IV. Quanto ao grau de Fuhrman predominio de grau 2(66,6%) seguido do grau 3
com 20%, grau 1 com 13,3%. Trés pacientes foram classificados com grau 4 de Fuhrman.

Os dados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes.

CCCR
CONTROLES
Caracteristicas n= 30 n=16 P
Idade, anos 61,1+10.1 575+129  0,9500[
Sexo Masc, n (%) 18 (60,0) 12 (75,0) 0,2571b]
Tamanho tumor, cm 552+25 - -
Hipertensao 17(56,6) 4(25,0) 0,060
Grau Fuhrman, n (%)
1 4 (13,3) -
2 20 (66,6) -
3 6 (20,0) -
4 0 (0,0) -
Estadio TNM, n (%)
[ 22 (73,3) -
Il 2 (6,6) -
I11 3 (10,0) -
I\Y% 3(10,0) -

Legenda: Valores sdo apresentados como media * desvio padrdao ou

porcentagem(%).

TNM: Estadiamento do inglés Tumor Nodes Metastasis (TNM) ; CCCr

Carcinoma de Células Claras de Rim; p: significancia estatistica

[a]: teste t de Student, [b]: Teste exato de Fisher.

A dosagem média do FT sérico no pré-operatério de pacientes com neoplasia

foi de 66,8+29,6 pg/ml e a mediana foi de 72,1pg/ml com minimo em 17,5 pg/ml e
maximo atingido de 128,5pg/ml. Na comparag¢do com controles obtivemos uma média de
28,4+9,2 pg/ml com mediana em 27,3pg/ml (15,1-44,1pg/ml min-max). A diferenca foi

significativa entre os grupos com p<0.001. Apés pelo menos 30 dias de po6s-operatoério

realizamos novamente a dosagem sérica. A média do valor sérico do FT nos pacientes
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com tumores foi de 26,3 pg/ml, sendo que todos pacientes apresentaram alguma
reducao no valor sérico quando comparado a dosagem prévia a cirurgia. A média de
reducao no valor do FT foi de 41,6pg/ml com p <0,001.

Para melhor avaliarmos esta reducao do FT realizamos uma regressao linear
através do coeficiente de Pearson e foi determinado que o tamanho do tumor esteve
correlacionado com a reducao do FT. A cada centimetro a mais no tamanho inicial da
lesdao houve um decréscimo de 4,72pg/ml do FT sérico (p=0,037). A Tabela 2 mostra
outros fatores estudados que poderiam estar determinado a reducdo do FT, mas nao

atingiram correlacdo com significancia estatistica.
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Tabela 2- Associacao entre reduc¢ao dos niveis séricos de FT e fatores
prognosticos selecionados

Caracteristicas n Estatistica p
Tamanho Tumor, cm 30 r=-0.382 0.032
b=-4.73
Necrose
Ausente 24 -37.8+6.7 0.20b
-56.8+11.6
Presente 6
Grau Fuhrman
1 4 -68.9+11.0 0.07v
>2 26 -37.4+6.3
Estadio TNM
I 22 -38.1+7.0 0.32b
>11 8 -51.5+31.1

Legenda : r= coeficiente de Pearson;

b= coeficiente angular

a=regressao linear;

b=analise de covariancia; Numeros negativos em variaveis categoricas: quanto maior o
numero maior a intensidade da associacdo com a dosagem sérica do FT.
p: significancia estatistica. + sinal representa média + erro padrao.
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Discussao

Nosso estudo tem como objetivo estudar um potencial biomarcador em
neoplasias renais. Até agora, nenhum marcador séricoprovou ser clinicamente util no
carcinoma de células claras de rim. Mostramos pela primeira vez que, no contexto pré-
operatorio, os pacientes com CCCr tém niveis de FT no soro trés vezes maiores do que
aqueles de pacientes com doengas benignas. Além disso, demostramos que ocorre uma
reducdo de trés vezes nos niveis de FT no soro no quadro pés-operatério de pacientes
com CCCr ap6s pelo menos quatro semanas da remocgdo cirdrgica do tumor. Estes
achados sugerem que os niveis séricos de FT podem ser clinicamente uteis como
marcadores da presenca de CCCr.

A idéia de testar esse marcador no soro de pacientes com CCCr ndo foi
aleatoéria. Estudamos previamente a expressao imunohistoquimica de FT em amostras
tumorais de pacientes com tumores de Wilms e em amostras tumorais de pacientes com
CCCr. Nas amostras de pacientes com tumores de Wilms, a expressao aumentada de FT
foi um fator progndstico independente de sobrevida global (HR 5,6; p <0,01) (Maciel,
2009). Em amostras de pacientes com carcinoma de células claras, a expressao
aumentada de FT também foi um preditor independente da sobrevida global (HR 4,03; p
= 0,03) (Silva, 2014). Forster et al. ja estudaram o FT tanto no tecido quanto no soro de
pacientes com CCR. Os autores ndo encontraram diferenca na expressao de FT nas
amostras tumorais de pacientes com CCR em comparagdo com amostras de tecido
normal do mesmo rim. Além disso, ndo encontraram diferenga estatistica significativa
nos niveis séricos de FT de pacientes com CCR comparado a individuos saudaveis
(Forster, 2003). A razado para estes resultados discordantes ainda nao foi explicada.

Observamos uma reducdo acentuada dos niveis séricos de FT no pos-
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operatdrio em todos os nossos pacientes com carcinoma de células claras, com redugao
média de 41pg / ml (p<0,001). O tamanho do tumor esteve correlacionado com a
reducdo dos niveis séricos de FT, de tal forma que, para cada centimetro da lesao
primaria, houve uma reducdo média de 4,72 pg / ml no FT no soro no pés-operatorio.
Outras variaveis prognésticas como TNM, grau de Fuhrman e presenca de necrose foram
testadas para correlacdo com a queda do FT por andlise de covaridncia, mas ndo tiveram
significancia estatistica. Os nimeros mostraram valores negativos expressivos com uma
tendéncia de correlagdo positiva com estes fatores. A amostra reduzida de pacientes ea
predominancia de pacientes com doenga inicial (por exemplo, TNM I = 73,3%) podem ter
contribuido para esses achados.

A dosagem sérica do FT ja foi realizada em diversas pesquisas clinicas. A
técnica ELISA é a metodologia mais comum de teste de FT no soro (American Diagnostic
and R & D). Um dos problemas nestes testes de ELISA é que a variacdo sérica em
individuos saudaveis é bem grande. Nestes Kits, os niveis normais em pessoas saudaveis
podemvariar de 27 a 172 pg/ml. Key e Mackmann em seus trabalhos descreve em
individuos saudaveis uma média de 27 pg/ml.(Key, 2010). Ja Albrecht et al, em estudo
com dois anticorpos monoclonais chegou ao valor médio de FT sérico de 172 pg/ml em
indiviudos saudaveis. (Albrecht, 1996).Han et al ja estudaram niveis séricos de FT em
mulheres com lesdes ovarianas benignas, lesdes ovarianas de comportamento incerto e
cancer de ovario. Neste estudo, os niveis séricos médios de TF foram de 85,2 pg / ml no
cancer de ovario, um valor muito maior do que a média de 12,8 pg / ml encontrado em
pacientes com doengas ovarianas benignas (p <0,01). Valores superiores a 190 pg / ml
foram correlacionados com pior prognéstico e mortalidade especifica do cancer (3-4
vezes maior, p = 0,01) (Han, 2006). Em outro estudo, Zwicker et al avaliaram o FT sérico

com a técnica de microparticulas (MP-TF) em pacientes com cancer de pancreas. Neste
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estudo, houve correlacdo entre os niveis séricos de MP-TF eo risco de tromboembolismo
e de mortalidade especifica de cancer. Em trés pacientes, o MP-TF foi indetectavel apds a
remocdo cirurgica do pancreas (Zwicker, 2009).

Nosso estudo tem varias limitagdes. Em primeiro lugar, testamos um pequeno
numero de doentes seleccionados com carcinoma de células claras. Estudos maiores sao
necessarios para corroborar nossos achados. Em segundo lugar, uma vez que o nosso
estudo foi prospectivo eo seguimento é curto, ndo temos dados de sobrevida ou
mortalidade a longo prazo para avaliar como medidas de resultado. Este sera
provavelmente o tema de mais pesquisas. Por fim, nao analisamos neste estudo a
expressao tecidual de FT por técnicas de imunohistoquimica ou de reacdo em cadeia da
polimerase nas amostras de carcinoma de células claras.

Nossos resultados devem ser validados por estudos com um maior nimero de
pacientes para verificar sua aplicabilidade clinica real. No entanto, acreditamos que este
€ um estudo gerador de hipdteses que pode levar a descobertas clinicamente tuteis. A
utilidade da FT no soro como marcador da presenca de doenca pode auxiliar na avaliagdo
mais precisa de pequenas massas renais, lesdes cisticas complexas, oncocitomas e
angiomiolipomas. As determinacdes do FT no soro também podem ser potencialmente

utilizadas como uma ferramenta de seguimento no CCCr.
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Conclusoes

O FT dosado no periodo pré-operatério de pacientes com CCCr comparado
com pacientes sem CCCr foi estatisticamente significativo mais alto nos pacientes com
neoplasia (66,8pg/ml versus 28,4pg/ml) com p <0,001. Uma diferenca média trés vezes
maior. Outro achado é que houve uma reducdo significativa do FT sérico no pos-
operatoério dos pacientes com CCCr. Uma redu¢do média de 41pg/ml com p<0,001.

A variavel em estudo que esteve mais correlacionado com esta queda do FT
no poés-operatdrio foi o tamanho do tumor, obtido apds uma regressdo linear com
p=0,037.

Nosso trabalho conclui que o FT pode ser utilizado como biomarcador em

CCCr.
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Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Neste estudo serad pesquisada a presenc¢a de uma proteina no seu sangue que
parece estar associada ao desenvolvimento de tumores de rim, Além destas amostras (do
seu sangue ) serdo coletados dados do seu prontuario (registros hospitalares) para que
possamos analisar e correlacionar os achados laboratoriais da pesquisa desta com o
diagndstico que vocé apresentou durante a nossa avaliacao,

Ao participar desta pesquisa vocé ndo tera prejuizo ou risco, uma vez que nao
sera realizado nenhum tipo de procedimento ou exame alem da coleta das amostras de
sangue,este estudo ndo lhe proporcionara beneficio imediato; entretanto, podera ajudar
em estudos futuros para a busca de melhores e novas formas de tratamentos para os
pacientes com doengas do rim,

Fica assegurado a vocé o direito de ndo participar ou de retirar-se desta
pesquisa a qualquer momento, sem que isso represente prejuizo ao seu atendimento
meédico hospitalar,também asseguramos total sigilo das informacoes obtidas,

Estou ciente de que caso eu tenha duvidas relacionadas ao estudo, poderei
entrar em contato com o pesquisador responsavel por este estudo: Dr, Gustavo Franco
Carvalhal pelo telefone (51) 99589026,para qualquer pergunta sobre meus direitos
como participante deste estudo ou se penso que fui prejudicado pela minha participacao,
posso ligar para Comité de Etica em Pesquisa do HSL/PUCRS (3320-3000),

Eu,
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ey ADA1X0 assinado declaro pleno conhecimento:

- do objetivo desta pesquisa;

- da utilizacao das amostras de sangue coletadas no HSL/PUCRS;

- que receberei respostas ou esclarecimentos a qualquer duvida a cerca dos
riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa e meu tratamento
individual;

- da liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem que isso traga prejuizo a continuacdo do meu tratamento;

- que autorizo a utilizagao dos dados obtidos para pesquisa sem que eu seja
identificado;

Que este termo € assinado em duas vias, ficando comigo uma das vias e outra

com o pesquisador responsavel,

De acordo,

Assinatura do paciente Data

Assinatura do responsavel Data
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Anexo 2

PROTOCOLO PESQUISA NEOPLASIA RENAL -

SOROLOGICO

NOME:
DATA NASC: DATA CIRURGIA:
SEXO:

DOENCAS PREGRESSAS/MEDIC:

HISTORIA FAMILIAR:

ESTADIAMENTO PRE-OP:
TAMANHO TUMOR TC OU RNM:
TNM ESTADIO:

GRAU FUHRMANN: INV LINF:

MARGENS:

DOSAGEM TF PREOP:

DOSAGEM TF POS OP (30DIAS):

FATOR TECIDUAL COMO MARCADOR

NMR: REG:
IDADE:

DATA ULT CONS/OBITO:

INV VASC:



