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RESUMO

O nefroblastoma, ou tumor de Wilms, é a neoplasia renal mais freqiente na
infancia correspondendo a 98% dos tumores renais nesta faixa etaria. Apesar do
prognostico favordvel uma parcela dos pacientes evolui para recidiva e obito.
Biomarcadores atuantes na progressao tumoral, proliferacdo, diferenciacéo,
apoptose e recentemente descrita acdo na resposta imune e inflamagéo, tais como
acido retindico (AR), CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50, TRAP1 e TWEAK tem
sido descritos. Este estudo tem por objetivo a avaliacdo da expresséo
imunoistoquimica de acido retindico (AR), CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK em amostras parafinadas de nefroblastomas correlacionando-a
com fatores prognosticos. Foram selecionados 77 espécimes de nefroblastoma
provenientes de servicos de patologia. A imunoexpresséo foi avaliada através de
analise semiguantitativa e quantitativa. Para a analise semiquantitativa empregou-se
o sistema escore de Allred e para a avaliacdo quantitativa, a analise morfométrica da
area corada. Para a comparacao de dois grupos foi utilizado o teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney, enquanto para a comparacao de trés ou mais grupos utilizou-se o
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. A imunopositividade para AR, CRABP2,
NFkB p100/52 e NFkB p105/50 foi encontrada tanto no nucleo quanto citoplasma. A
imunoexpressdo de TRAP1 e TWEAK esteve presente apenas no citoplasma das
células cancerosas. Todos os tipos histologicos do nefroblastoma (blastema, epitélio
e estroma) foram positivos para as seis proteinas estudadas. AR pela analise
morfométrica e CRABP2 pela andlise semiquantitativa apresentaram maior
expressao imunoistoquimica nos pacientes com metastase (p= 0.0247 e p= 0.0128,
respectivamente). Semelhante ao encontrado em relagdo a analise quantitativa de
AR que apresentou maior imunopositividade em amostras tumorais submetidas a
quimioterapia pré-cirdrgica (p= 0.0330). Observou-se a maior expressdo de NFkB
pl05/50 em nefroblastomas em estadio I/ll (p= 0.0415). NFkB p105/50 e TRAP1
através da andlise semiquantitativa e TWEAK de acordo com andlise quantitativa,
apresentaram menor positividade em nefroblastomas tipo blastematoso (p= 0.046,
p= 0.003 e p= 0.066, respectivamente). A anaplasia se associou a maior escore
total de Allred de TRAP1 (p= 0.005). Ndo houve correlacdo estatistica da
imunoexpressao dos marcadores estudados, comprometimento nodal e evolugao
clinica. A andlise semiquantitativa e quantitativa dos marcadores AR, CRABP2,
NFkB p105/p50, TRAP1 e TWEAK apontam para potenciais biomarcadores para
progressado tumoral e para a participacdo destas proteinas na tumorigénese do
nefroblastoma.

Palavras-chave: nefroblastoma; acido retindico; CRABP2; NFkB; TRAP1; TWEAK.



ABSTRACT

Nephroblastoma, or Wilms™ tumor, is the commonest renal cancer in children and
accounts for about 98% of renal tumors in this age group. Despite of the favorable
prognosis, a parcel of patients evolved to tumor relapse and death. Biomarkers acts
in tumor progression, proliferation, differentiation, apoptosis and the most recent
described immune and inflammation response action, as retinoic acid (RA), CRABP2,
NFkB p100/52, NFkB p105/50, TRAP1 and TWEAK. The aim of this study was to
evaluate the immunohistochemical expression of RA, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB
p105/50, TRAP1 and TWEAK in paraffin-embedded samples of nephroblastomas to
determine whether expression correlates with prognostic factors. A total of 77
specimens from pathology services were selected. The immunoexpression was
evaluated through semiquantitative and quantitative analysis. For the
semiquantitative analysis, the Allred score system was used and for the quantitative
evaluation, the morphometric analysis of the stained area was applied. For the
comparison of two groups, the non-parametric test of Mann-Whitney was used, while
for the comparison of three or more groups the Kruskal-Wallis nonparametric test
was used. Immunopositivity to RA, CRABP2, NFkB p100/52 and NFkB p105/50 was
found in the nucleus and cytoplasm. Immunoexpression of TRAP1 and TWEAK was
present only in the cytoplasm of cancer cells. All histological types of nephroblastoma
(blastema, epithelium and stroma) were positive for the six proteins studied. RA
morphometric analysis and CRABP2 semiquantitative analysis presented higher
immunohistochemical expression in patients with metastasis (p= 0.0247 and p=
0.0128, respectively). This is similar to the results of the quantitative analysis of RA,
which showed greater immunopositivity in tumor samples of patients subjected to
pre-surgical chemotherapy (p= 0.0330). The highest expression of NFkB p105/50
was observed in stage I/ll nephroblastomas (p= 0.0415). NFkB p105/50 and TRAP1
semiquantitative analisys and TWEAK guantitative analisys presented lower positivity
in nephroblastomas blastematal type (p= 0.046, p= 0.003 and p= 0.066,
respectively). Anaplasia were associated with high TRAP1 total Allred score (P=
0.005). No significant correlation was found between the markers and variables
studied, such as nodal involvement, and clinical evolution. The semiquantitative and
quantitative analysis of RA, CRABP2, NFkB p100/p52, NFkB p105/p50, TRAP1 and
TWEAK point to potential biomarkers for tumor progression and for the participation
of these proteins in nephroblastoma tumorigenesis.

Key words: nephroblastoma; retinoic acid; CRABP2; NFkB; TRAP1; TWEAK.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

O nefroblastoma ou embrioma renal foi descrito inicialmente por Hunter em
1793, seguido por Hance, em 1814 (BECKWITH et al., 1996).

O nefroblastoma recebeu o epénimo de tumor de Wilms apds a publicacdo da
monografia intitulada “Die Mischesgeschwiultse der Niere” do cirurgido alemao Carl
Max Wilherm Wilms, em 1899, que reconheceu as similaridades entre o tecido
embrionério renal e o nefroblastoma (WILMS, 1899).

Os primeiros grandes avancos no tratamento do nefroblastoma surgiram nas
décadas de 30 e 50, com o emprego de modalidades terapéuticas como
nefrectomia, radioterapia e quimioterapia no tratamento desta neoplasia (LEMERLE
etal., 1976; LEMERLE et al., 1983).

Os progressivos avancos no tratamento do nefroblastoma resultaram da
formacdo de grupos cooperativos internacionais na Europa, Estados Unidos e
Canada que incorporaram abordagens terapéuticas multimodais. Os resultados
marcantes no controle do nefroblastoma foram brindados com concomitante reducao
no tratamento para determinados subgrupos de pacientes, acarretando nao apenas
em maior nimero de pacientes sobreviventes, mas sobreviventes mais saudaveis
(DOME; PERLMAN; GRAF, 2014).

Concomitantemente aos avangos terapéuticos, conhecimentos da
epidemiologia e de aspectos clinicos, anatomopatolégicos e moleculares do
nefroblastoma passaram a ser investigados e difundidos. Novos fatores de risco
foram adicionados aos ja existentes buscando-se melhor estratificacdo de risco e
refinamento terapéutico (DOME; PERLMAN; GRAF, 2014).

Os resultados obtidos por grupos cooperativos, em especial 0 norte
americano, incentivaram a formacdo do Grupo Cooperativo Brasileiro para o
Tratamento do Tumor de Wilms (GCBTTW), em 1986, fundado com o objetivo de
estudar as caracteristicas epidemioldgicas e fatores prognosticos dos
nefroblastomas na populacéo brasileira (DE CAMARGO; FRANCO, 1994).

Entre os grupos cooperativos internacionais mais expressivos estdo a Societé
Internationale d"Oncologie Pédiatrique (SIOP) composto por diversos paises

europeus, Children’s Oncology Group (COG) que sucedeu o National Wilms Tumor
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Study Group (NWTSG) que envolve os Estados Unidos e Canada, United Kingdom
Children’s Cancer Study Group (UKCCSG), German Pediatric Oncology (GPO),
French Société d Oncologie Pédiatrique (SFOP) e Japan Wilms Tumor Study
(JWITS) (KALAPURAKAL et al., 2004).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

O nefroblastoma € a neoplasia renal mais comum na faixa etaria pediatrica e
corresponde a 5 a 7% dos canceres pediatricos e a 98% dos canceres renais em
criancas (BRESLOW et al., 1993; STILLER; PARKIN, 1996).

A incidéncia e o comportamento dos nefroblastomas sdo variaveis entre os
grupos étnicos. A incidéncia anual em caucasianos é de aproximadamente 6-9
casos por milhdo de habitantes. Em algumas séries da Africa Subsaara e Nigéria a
incidéncia de nefroblastoma estd acima de 10 casos por milhdo, semelhante a
encontrada para a populacdo negra nos Estados Unidos (STILLER; PARKIN, 1990).
Estudos recentes apontam para um tipo biologico diverso de nefroblastoma na Africa
Subsaara com agressividade biologica e resisténcia ao tratamento (MURPHY, et al.,
2012; LIBES, et al.,, 2014). Esta notavel diferenca na incidéncia mundial do
nefroblastoma acompanha uma distribuicdo étnica (STILLER; PARKIN, 1996). O
papel da geografia na distribuicio dos casos sugere que 0s riscos ambientais
exercam menor influéncia sobre sua etiologia (BRESLOW et al., 1993).

A incidéncia relatada entre os sexos € variavel (BRESLOW et al., 1993).
Alguns estudos mostram discreto predominio no sexo feminino (BRESLOW et al.,
1993; BRESLOW et al., 1988). A distribuicdo entre os sexos segundo dados do
Grupo Cooperativo Brasileiro para o Tratamento do Nefroblastoma para a populacdo
brasileira € semelhante ao encontrado no Société Internationale d Oncologie
Pédiatrique e National Wilms Tumor Study Group (razdo masculino:feminino de 0,83)
(PASTORE et al., 1988; BRESLOW et al., 1994).

A manifestacéo inicial do nefroblastoma ocorre em 80% dos casos antes dos
cinco anos de idade (BRESLOW et al., 1988). A idade média ao diagnéstico varia de
2,9 a 3,1 anos (WEIRICH et al., 2004; BRESLOW et al., 1993; REINHARD et al.,
2008). Alguns fatores parecem contribuir para a variacdo da idade ao diagndstico.
Entre estes fatores estao: o sexo, a etnia, malformagdes associadas e a lateralidade.

Os pacientes do sexo masculino quando diagnosticados sdo de 6 a 10 meses mais
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jovens que pacientes do sexo feminino (FRANCO et al., 1991; BRESLOW et al.,
1988; DUMOUCEL et al., 2014). Os tumores bilaterais sdo diagnosticados até um
ano antes quando comparados aos tumores unilaterais ou multicéntricos e tém maior
frequéncia de associacdo com anomalias congénitas (PASTORE et al., 1988;
BRESLOW et al., 1988). Pacientes com malformacbes apresentam idade ao
diagnéstico inferior (DUMOUCEL et al., 2014). Além da influéncia destes fatores
sobre a idade ao diagnoéstico, sabe-se que pacientes mais velhos séo
diagnosticados em estadios clinicos mais avancados (FRANCO et al., 1991).

O nefroblastoma estd associado a anomalias congénitas, em especial a
anomalias do trato genitourinario e hemihipertrofia (BRESLOW; BECKWITH, 1982).
Ha relatos de nefroblastoma familial em aproximadamente 1-2% dos casos
(BRESLOW et al., 1993).

1.3 PATOGENESE

O nefroblastoma é um paradigma da heterogeneidade e complexidade
genética (RUTESHOUSER; ROBINSON; HUFF, 2008). Ha a identificacdo de pelo
menos dez genes envolvidos em sua patogénese. Muitos dos quais estao
associados a sindromes genéticas (BRESLOW et al., 2006).

Os nefroblastomas séo distinguidos por sua morfologia complexa que reflete
0S inUmeros eventos genéticos coordenados que participam da nefrogénese
(BECKWITH, 1998). Semelhante ao encontrado em outros tumores, o nefroblastoma
também é caracterizado por alteracbes em genes que regulam o crescimento,
diferenciacdo e proliferacdo celular (DOME; COPPES, 2002; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

A primeira evidéncia de que loci cromossOmicos especificos estdo associados
com nefroblastomas foi a identificacdo de dele¢cbes intersticiais no 11pl3 em
pacientes com nefroblastoma e com sindrome de Denys-Drash. Este gene
denominado de gene do tumor de Wilms 1 (WT1) foi isolado e sequenciado. O
segundo locus identificado esta localizado no cromossomo 11p15.5, denominado
gene do tumor de Wilms 2 (WT2). Alteracdes cromossémicas neste locus sao
descritas em pacientes com sindrome de Beckwith-Weidemann (GREEN et al.,
1996).
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Outros dois genes, WTX (gene do tumor de Wilms no X) e CTNNB1, parecem
estar envolvidos na patogénese do nefroblastoma. O CTNNB1, que codifica a B-
catenina, apresenta mutacfes em aproximadamente 15% dos nefroblastomas e, em
geral, estd acompanhado de muta¢des do WT1. Enquanto o WTX encontrado em
11% a 29% dos casos ocorre com ou sem mutacdes do WT1. Aproximadamente um
terco dos nefroblastomas carrega mutacées do WT1, CTNNB1 e/ou WTX. Uma das
hipoteses para a tumorigénese do nefroblastoma sugere que a inativacao da via Wnt
através da mutagdo do CTNNB1, WTX ou outro componente da via Wnt, como WT1
€ necessaria para desencadear o processo (RUTESHOUSER; ROBINSON; HUFF,
2008).

Mutacdes do WT1 foram encontradas em pequeno numero de familias com
esta neoplasia (DOME; COPPES, 2002). Foram identificados dois genes
relacionados aos casos familiares de nefroblastoma: o FWT1, localizado no
cromossomo 17g12-21, e o FWT2, localizado no cromossomo 1913 (RAPLEY et
al., 2000). Porém, em alguns casos de nefroblastoma familiar ndo se observou
correlagdo com WT1, FWT1 ou FWT2, sugerindo que outros genes participem da
susceptibilidade em casos de nefroblastoma familiares (DOME; COPPES, 2002).

Algumas sindromes de predisposi¢cdo hereditaria ao cancer como mutacdes
do BRCA2 e Li-Fraumeni estdo associadas a predisposicdo para nefroblastomas
(HIRSCH et al., 2004; HARTLEY et al., 1993).

Mutacbes no gene supressor tumoral p53, localizado no cromossomo 17p,
também sdo relatadas especificamente nas areas de anaplasia. A aquisicdo de
mutacdes restritas as areas de anaplasia sugere que estas mutacdes estariam
relacionadas ao processo de progressao para anaplasia (DOME; COPPES, 2002).

Analises citogenéticas revelaram anormalidades cromossdmicas recorrentes
em nefroblastomas. Entre as alteragdes encontradas 14,6% dos nefroblastomas com
histologia favoravel apresentaram perda da heterozigose do cromossomo 16q,
10,3% perda da heterozigose do cromossomo 1p e 2,6% perda da heterozigose do
169 e 1p. O United Kingdom Children’s Cancer Study Group- 3 e o National Wilms
Tumor Study- 5 relataram a alta prevaléncia da perda da heterozigose do 16q,
principalmente em tumores com anaplasia, sugerindo o envolvimento do 16q na
tumorigénese do nefroblastoma (GRUNDY et al., 2005; MESSAHEL et al., 2009). A

correlacdo entre perda da heterozigose do 16q e anaplasia difusa também foi
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relatada em pacientes tratados segundo a Société Internationale d"Oncologie
Pédiatrique (WITTMANN et al., 2007).

A perda da heterozigose do 16q e 1p, descrita em aproximadamente 5% dos
pacientes com histologia favoravel, se correlaciona a maior risco de recaida ou obito.
Os efeitos da funcé@o destes genes sobre a sobrevida em pacientes estadios | e I,
tratados menos intensamente pelo National Wilms Tumor Study- 5 sugerem que
estes genes atuem sobre a habilidade das células tumorais em tolerar os agentes
guimioterapicos ou a radioterapia. A importancia de tal anormalidade cromossémica
esta relacionada ao fato de que pacientes com perda da heterozigose do 16q e 1p e
redugéo significativa da sobrevida livre de doenca podem ser beneficiados com a
intensificacéo do tratamento quimioterapico (GRUNDY et al., 2005).

O ganho do 1q, presente em 19% dos nefroblastomas, é considerado uma
das anormalidades citogenéticas mais comuns nestes tumores. E considerado um
marcador molecular de pior prognéstico independente do estadio e do tipo
histoldgico (SERGERS et al., 2013).

Estudos recentes tém demonstado o papel do microRNA em nefroblastomas.
Mutacbes de DROSHA foram descritas em 12% dos nefroblastomas (TORREZAN et
al., 2014).

1.4 APRESENTACAO CLINICA E ANOMALIAS CONGENITAS ASSOCIADAS

O sintoma inicial mais comum em pacientes com nefroblastoma é massa
abdominal e aumento do volume abdominal com frequéncia relatado pelos pais.
Sintomas como dor abdominal, anorexia, vomito ou uma combinacdo destes
sintomas estdo presentes em um terco dos pacientes (GREEN et al., 1996;
KALAPURAKAL et al., 2004). Apresentacdo clinica aguda com necessidade de
cirurgia de emergéncia, hematuria macroscopica e hipertensdo também sé&o
relatadas (LEMERLE et al., 1976).

H4 uma grande variedade de sindromes genéticas e anormalidades
cromossOmicas associadas ao nefroblastoma. Malformacdes e sindromes
poredisponentes podem ser encontradas em 17,6% dos pacientes (DUMOUCEL et
al., 2014). Esta variabilidade genética reflete a diversidade molecular envolvida na
tumorigénese do nefroblastoma (SCOTT et al., 2006). Os nefroblastomas bilaterais
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estdo presentes com maior frequéncia em pacientes portadores de anormalidades
genéticas (NG et al., 2007).

Estas condicbes podem ser divididas conforme o risco de desenvolver
nefroblastoma em alto risco (> 20%), risco moderado (5-20%) e baixo risco (< 5%)
(SCOTT et al.,, 2006). Estas condicbes podem ser divididas em quatro grupos:
desordens associadas a genes no cromossomo 11pl3, nefroblastoma familiar,
sindromes de supercrescimento e defeitos no reparo do DNA, como descritos no
QUADRO 1 (SCOTT et al., 2006; NG et al., 2007).

QUADRO 1 — CONDICOES COM RISCO AUMENTADO DE NEFROBLASTOMA
ALTO RISCO (> 20%)
Dele¢des do WT1 (incluindo sindrome WARG)
Mutacdes missense do WT1 (incluindo sindrome Dennys-Drash)
Nefroblastoma familiar
Sindrome de Perlman
Aneuploidia variegada em mosaico
Anemia de Fanconi/ Mutag¢8es bialélicas do BRCA2
RISCO MODERADO (5 — 20%)

. Sindrome de Frasier (mutagéo splice WT1 no intron 9)
. Sindrome de Beckwith-Wiedemann
. Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel

BAIXO RISCO (< 5%)

Hemihipertrofia isolada*

Sindrome de Bloom

Sindrome de Li-Fraumeni/ Sindrome de Li-Fraumeni simile
Sindrome do hiperparatireoidismo hereditario — tumor maxilar
Nanismo Mulibrey

Trissomia do 18

Trissomia do 13

Delecdes do 2g37

FONTE: SCOTT et al. (2006).
LEGENDA: * Pacientes com hemihipertrofia causada por dissomia uniparental do 11p15 ou
metilacdo isolada H19 séo risco moderado para nefroblastoma.

1.5ANATOMIA PATOLOGICA

1.5.1 MACROSCOPIA

A macroscopia o nefroblastoma geralmente é caracterizado por massa Unica,
sélida, arredondada, de tamanho variavel, bem delimitada do tecido renal adjacente
por pseudocapsula. Superficie de corte da lesdo é heterogénea com coloracao
variando de branco-acinzentada, acastanhada ou résea e consisténcia macia
(FIGURA 1). Tumores com predominio estromal séo firmes. A lesdo com freqiéncia

€ subdividida por septos proeminentes, conferindo aspecto lobulado a macroscopia.
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Espacos cisticos, hemorragia e necrose podem estar presentes. Os tumores podem
ser multicéntricos e bilaterais (BECKWITH, 1998).

FIGURA 1 - MACROSCOPIA DO NEFROBLASTOMA

Legenda: Tumor circundado por pseudocipsula composto
por tecido branco-acastanhado e macio com focos de
hemorragia e cavidades cisticas.

FONTE: o autor (2013).

1.5.2 MICROSCOPIA

Um anico nefroblastoma pode expressar todo o espectro de diferenciacao
nefrogénica, do blastema primitivo a células epiteliais e estromais semelhantes ao
rim maduro (BECKWITH, 1998). Os nefroblastomas s&o -caracterizados
histologicamente por propor¢des variadas de blastema, epitélio e estroma em graus
diversos de diferenciacdao, originando uma pléiade de tumores com aparéncia
histoldgica distinta (VUJANIC, 2009).

Os nefroblastomas em geral sdo trifasicos, compostos por uma mistura de
células do blastema e elementos diferenciados como epitélio e estroma (FIGURA 2).
Variantes monofasicas ou bifasicas ndo sao incomuns (BRESLOW; BECKWITH,
1982; BECKWITH, 1983; SCHUMACHER et al., 2003). A quimioterapia pré-cirdrgica
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pode interferir na histologia original reduzindo ou aumentando certos tipos
histoldgicos ou induzindo a maturacéo celular (VUJANIC, 2009; SEBIRE; VUJANIC,
2009).

FIGURA 2 — HISTOLOGIA DO NEFROBLASTOMA

pEe
Legenda: Nefroblastoma tipo hitlégico triésico. Observam-se estruturas
tubulares epiteliais circundadas por blastema e estroma rabdomioblastico
(400x, HE).
FONTE: o autor (2016).

As células que compdem o blastema s&do pequenas, variam de ovais a
redondas e apresentam citoplasma escasso (FUKUZAWA et al.,, 2004; RIVERA;
HABER, 2005). Os padrdes histoldgicos de nefroblastoma incluem o difuso,
serpentiginoso, nodular e basalodide. Estruturas tubulares primitivas podem estar
imersas em noédulos de blastema mimetizando morfologicamente areas
neuroblastoma simile com pseudorosetas. O blastema pode esbocar padrédo
fusocelular ou epitelidide dependendo da extensédo e padrao da diferenciacdo (VA
DEN HEUVEL-EIBRINK, 2016). Nefroblastomas monofasicos com predominio do
componente blastematoso costumam ser invasivos, sdo diagnosticados em estadios

mais avancados e seu aspecto histolégico dificulta o diagnéstico diferencial com
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outros tumores de células pequenas azuis e redondas, como tumor primitivo
neuroectodérmico, neuroblastoma e linfoma (FIGURA 3) (KALAPURAKAL et al.,
2004).

EMATOSO DE NEFROBLASTOMA

4 \ 4 A . 7

pic S A / IR S, 4
Legenda: Nefroblastoma predominantemente blastematoso. Blastema
composto por células pequenas com citoplasma escasso e eventual
sobreposi¢édo nuclear com arranjo sélido (400x, HE).

FONTE: o autor (2016).

O componente estromal € formado por células semelhantes a fibroblastos e
pode apresentar areas mixoides, fusocelulares, células musculares esqueléticas,
musculares lisas ou elementos neurais (LEMERLE et al., 1976; FUKUZAWA et al.,
2004; RIVERA; HABER, 2005). Componentes heterélogos como musculo liso,
cartilagem, osso e tecido adiposo podem ser encontrados em aproximadamente
10% dos casos (FIGURA 4) (SCHUMACHER et al., 2003). Areas mixéides podem
ser confundidas com alteragfes induzidas pela quimioterapia (VA DEN HEUVEL-
EIBRINK, 2016).
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FIGURA 4 — DIFERENCIAGAO RABDOMIOBLASTICA DO COMPONENTE ESTROMAL DO
NEFROBLASTOMA

4k % Y ; red” i B 7. B /A
Legend ma do nefroblastoma apresentando diferenciacao
muscular estriada esquelética (400x, HE).
FONTE: o autor (2016).

O componente epitelial pode apresentar um espectro de estruturas que
recapitulam a nefrogénese, como estruturas epiteliais primitivas semelhantes a
rosetas, tubulos, estruturas com arranjo glandular pouco definido e estruturas
glomerulares ao redor de pequenas alcas capilares (FIGURA 5) (LEMERLE et al.,
1976; FUKUZAWA et al., 2004; RIVERA; HABER, 2005; VA DEN HEUVEL-
EIBRINK, 2016).

A anaplasia é talvez a principal caracteristica relacionada a progndstico
adverso em nefroblastomas (DOME et al., 2006). Em estudo dirigido pelo National
Wilms Tumor Study, Beckwith e Palmer (1978) observaram a associacdo de
anaplasia em nefroblastomas com pior prognéstico. Estes autores sugeriram a
classificacdo dos tumores em histologia desfavoravel e favoravel, se anaplasia
presente ou ausente, respectivamente, e definiram anaplasia em nefroblastomas
através de trés caracteristicas histologicas: presenca de mitoses atipicas



19

hiperdiploides, aumento nuclear de pelo menos trés vezes o tamanho dos nudcleos
de células adjacentes do mesmo tipo e marcada hipercromasia (FIGURA 6)
(BECKWITH; PALMER, 1978). A anaplasia pode ser classificada como focal ou
difusa (FARIA et al., 1996). A anaplasia pode ocorrer em qualquer tipo celular, no
entanto é rara no componente estromal (VUJANIC, 2009). A anaplasia, presente em
5 a 10,1% dos nefroblastomas, € um marcador de resisténcia a quimioterapia,

associada a disseminacdo regional, Obito e recaidas (BONADIO et al., 1985;
BECKWITH et al., 1996; FARIA et al., 1996; VUJANIC et al., 1999; WEIRICH et al.;
2004; DOME et al., 2006).

‘ Legen&af
tubulares com luzes bem formadas imersas em estroma (400x, HE).
FONTE: o autor (2017).

Nefroblastomas com anaplasia difusa estao relacionados ao pior prognostico,
principalmente nos estadios II-IV (BECKWITH et al., 1996). No entanto, a anaplasia
focal apresenta resultados controversos na literatura. Alguns estudos correlacionam
a anaplasia focal a um progndstico semelhante aquele dos tumores sem anaplasia,

enquanto outros estudos ndo confirmam tal fato (FARIAS et al., 1996; WEIRICH et
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al.; 2004; DOME et al., 2006). No National Wilms Tumor Study- 5, nefroblastomas
unilaterais com anaplasia correspondiam a 18,6% dos tumores submetidos a
quimioterapia pré-cirargica e a 8,7% dos tumores submetidos a nefrectomia inicial,
sem diferengas na evolugdo clinica entre os dois grupos (DOME et al., 2006).
Mutac¢des do TP53 foram encontradas em 55% dos nefroblastomas com anaplasia
difusa, contudo estudos que correlacionam a presenca destas mutagcdes com 0
prognostico neste grupo de pacientes estdo em andamento (MASCHIETTO et al.,
2014). Amplificacbes no MYCN também tém sido relatadas em associacdo a
anaplasia (WILLIAMS, et al., 2015).

FIGURA 6 — NEFR

OBLASTOMA COM ANAPLASIA

i - ~ e
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Legenda: Nefroblastoma anaplasico caracterizado pela presenga de

nucleos grandes e hipercroméaticos (400x, HE).
FONTE: o autor (2017).

1.6 SEQUELAS DO TRATAMENTO

Embora o tratamento do nefroblastoma atinja taxas de sobrevida excelentes,

0s sobreviventes apresentam uma incidéncia cumulativa de doengas cronicas de
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65% apods 25 anos do diagnostico de nefroblastoma (COTTON et al., 2009). O
tratamento radioterapico e quimioterapico a que sado submetidos os pacientes com
nefroblastoma podem causar efeitos secundarios a outros oOrgaos, bem como
segunda neoplasia (GREEN et al., 1996).

Em um estudo conduzido pelo National Wilms Tumor Study entre 1969 e
1995, a maioria dos 6bitos em pacientes com menos de cinco anos de seguimento
foram decorrentes da progressdo da doenca ou de efeitos agudos do tratamento
(COTTON et al., 2009).

Pacientes ap0s tratamento de nefroblastoma podem evoluir com insuficiéncia
cardiaca congestiva, insuficiéncia renal, hipertensdo e sindrome metabdlica
(TERMUHLEN et al., 2011; VAN WAAS et al., 2012).

A cardiotoxicidade é efeito conhecido dos antraciclicos. Os antraciclicos sao
cardiotoxicos com potencial dano ao cardiomidcito resultando na progressao de
casos assintomaticos para insuficiéncia cardiaca e arritmias. Nos estudos Société
Internationale d"Oncologie Pédiatrique 09/GPOH e Société Internationale
d"Oncologie Pédiatrique 93-01/GPOH 2,5% dos pacientes apresentavam reducéo da
contratilidade do ventriculo esquerdo e 5,6% alteracGes eletrocardiogréficas 2,9
anos apos o termino da terapia (MARX et al., 2002).

As complicagbes da radioterapia incluem escoliose, assimetria, atrofia e
alteracbes endocrinas (CAPRA et al.,, 1999; WEIRICH et al.; 2004). Hipoplasia
mamaria ocorre em pacientes submetidas a radioterapia toracica por metastases
pulmonares (EHRLICH et al., 2006).

Entre os efeitos colaterais secundarios a quimioterapia e a radioterapia, o
mais grave € a segunda neoplasia. Observa-se risco aumentado para o
desenvolvimento de segundas neoplasias sélidas e leucemias relacionadas
respectivamente ao campo irradiado, a dose do tratamento radioterapico e a
guimioterapia com agentes alquilantes e epipodofilotoxinas (BRESLOW et al., 1995;
SHEARER et al., 2001; TAYLOR et al., 2008; NOURKAMI et al., 2009).

Sado descritos sarcomas, carcinomas mamarios, adenocarcinomas,
melanomas, neoplasias de tireoide, leucemia linfoide e meduloblastoma como
segunda neoplasia em pacientes com nefroblastoma (TERMUHLEN et al., 2011).
Carcinomas mamarios invasores podem ser encontrados em aproximadamente 15%
das pacientes do sexo feminino que receberam radioterapia para o tratamento do
nefroblastoma (LANGE et al., 2014).
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Os pacientes com nefroblastoma tém sobrevida superior quando comparados
a outras neoplasias da infancia, mas o risco de ébito em decorréncia de efeitos

tardios, permanece elevado 20 anos apoés o diagnéstico (COTTON et al., 2009).

1.7 RECORRENCIA TUMORAL

Pacientes com recidiva de nefroblastoma apresentavam historicamente taxa
de sobrevida de 25%. A intensificacdo do tratamento melhorou este panorama.
Estudos colaborativos entre SIOP e NWTS permitiram dividir os pacientes em
grupos de risco apos a terapia de salvamento (DOME et al., 2015). As recorréncias
de nefroblastomas podem ser incluidas em trés categorias: risco padrao, alto risco e
muito alto risco. O risco padréo ou standart € definido por pacientes com histologia
favoravel que recidivaram ap0s terapia com apenas duas drogas. Alto risco sdo
pacientes com risco intermediario que recidivaram ap0s terapia com trés ou mais
agentes. Muito alto risco sdo as recidivas em pacientes com nefroblastomas
anaplasicos ou blastematosos (SPREAFICO et al., 2009). Recorréncias tardias sao
raras ocorrendo em aproximadamente 0,5% dos pacientes (MALOGOLOWKIN et al.,
2013).

As recorréncias em tumores com histologia favoravel estdo relacionadas a
invasdo tumoral e a resposta da doenca residual a terapia (HUANG et al., 2009;
MESSAHEL et al., 2009).

Segundo dados da literatura, pacientes com recidivas sao mais velhos, tém
estadio clinico mais avancado, maior proporcdo de metastases a distancia e tumores
de alto risco (BRESLOW et al., 1985; PRITCHARD-JONES et al., 2003; REINHARD
et al., 2008). A correlacdo entre sexo, etnia e recorréncias nao foi comprovada
estatisticamente (BRESLOW et al., 1978).

A compreensdo do risco de recidiva tumoral permite a formulacdo de

recomendacdes para o seguimento dos pacientes (MALOGOLOWKIN et al., 2013).
1.8 FATORES PROGNOSTICOS
Diversas caracteristicas clinico-patologicas foram estudadas com o objetivo

de identificar varidveis de importancia prognostica e terapéutica permitindo a

estratificacdo dos pacientes em grupos de risco.
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Entre as inUmeras variaveis clinico-patologicas estudadas idade, grupo de
risco, estadiamento, histologia, peso tumoral, invasdo vascular e metastases foram
relatados como importantes fatores prognosticos (BRESLOW et al., 1978; WEIRICH
et al., 2001). Atualmente os principais fatores prognosticos sdo estadiamento,
subtipo histologico e perda da heterozigose do 1p/16q (GRUNDY et al., 2005; VAN
DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2015; BECKWITH; PALMER, 1978).

1. 8. 1 IDADE

Os estudos conduzidos em especial pelo SIOP e NWTS tém demonstrado a
relacdo entre o prognéstico e a idade ao diagndstico em pacientes com
nefroblastoma. Observou-se no National Wilms Tumor Study- 1 que pacientes com
idade inferior a 2 anos tinham menor nimero de recidivas, principalmente a distancia
(BRESLOW et al., 1978). Enquanto no National Wilms Tumor Study- 2, os resultados
indicaram que o pior progndstico em pacientes com mais de 2 anos refletia a
associacdo com outras variaveis de pior prognostico, como invasao da veia renal,
disseminacado abdominal, rotura tumoral e histologia desfavoravel (BRESLOW et al.,
1985). A analise dos dados do National Wilms Tumor Study- 3 mostrou correlacao
entre idade superior a 2 anos e recorréncia e 6bito pela neoplasia (BRESLOW et al.,
1991).

O melhor prognéstico em pacientes menores de 2 anos estd associado a
presenca de outras variaveis que predizem melhor prognéstico como histologia
favoravel e extensao da doenca (BRESLOW et al., 1978; BRESLOW et al., 1985).

No estudo subsequente, National Wilms Tumor Study- 4, pacientes com idade
inferior a 2 anos e peso tumoral inferior a 550g apresentaram diagnostico favoravel
pela auséncia de variaveis de microestadiamento. A partir destes achados, sugeriu-
se que apenas a nefrectomia seria o suficiente para tratar este grupo de pacientes
(GREEN et al., 1994). Porém, no National Wilms Tumor Study- 5 este grupo
denominado de muito baixo risco, com estadio |, histologia favoravel, idade inferior a
2 anos e peso tumoral inferior a 550g, apos tratamento exclusivo com nefrectomia,
recorreram em aproximadamente 10% dos casos (GREEN et al., 2001). Inicialmente
este protocolo de pesquisa foi fechado, mas com as taxas de sucesso obtidas com
as terapias de resgate, 0os novos protocolos incluem como opg¢édo o tratamento

cirdrgico exclusivo para os pacientes de muito baixo risco (SREDNI et al., 2009).
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Resultados semelhantes foram obtidos pelos grupos europeus que seguiram
0 protocolo da Société Internationale d"Oncologie Pédiatrique- 9. Pacientes com
idade inferior a 2 anos, tumores pequenos e estadio | evoluiram com melhor
prognostico (PRITCHARD-JONES et al., 2003; WEIRICH et al., 2004).

1. 8. 2 GRUPO DE RISCO

O diagndéstico histologico correto em espécimes cirargicos suspeitos de
nefroblastoma é imprescindivel (DE KRAKER et al., 1999). Além da avaliacdo dos
componentes histolégicos e extensao da neoplasia, o patologista diante de um caso
de nefroblastoma deve estar atento para as alteracdes secundarias a quimioterapia.
Os dois grandes grupos de estudos em nefroblastoma, NWTS e SIOP, baseiam-se
em critérios diagnésticos diferentes para a classicificagdo dos nefroblastomas, pois
preconizam abordagens terapéuticas distintas. Os resultados dos estudos dirigidos
pela SIOP em tumores com alteracBes secundarias a quimioterapia pré-cirdrgica
permitiram a subclassificacdo destes tumores em trés grupos de risco: baixo risco,
risco intermediério e alto risco como detalhado nos QUADROS 2 e 3 (VUJANIC et
al., 2002; VUJANIC et al., 2009). A Société Internationale d"Oncologie Pédiatrique
Working Classification of Renal Tumors, revisada em 2001, é a classificacdo atual da
SIOP, utilizada pelo grupo brasileiro, e enfatiza a classificacdo em grupos de risco
de acordo com o subtipo histolégico (BOCCON-GIBOD et al., 2000; VUJANIC et al.,
2009). Ao efetuar a analise histologica dos espécimes, deve-se atentar a proporcao
de necrose e/ou alteracdes regressivas causadas pela quimioterapia. Se ao avaliar
um espécime, areas de necrose e/ou alteracBes regressivas correspondam a
totalidade do tumor, confirmada apés minuciosa avaliacdo macro e microscépica de
diferentes éareas do tumor, este deve receber o nome de nefroblastoma
completamente necrotico. Nos casos em que as alteracdes regressivas perfazem
mais de 2/3 da massa tumoral, o tumor deve ser denominado do tipo regressivo. Os
tumores com pelo menos um terco de sua massa tumoral viavel sdo subclassificados

com base no componente viavel (VUJANIC et al., 2002).
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QUADRO 2 — SOCIETE INTERNATIONALE D"ONCOLOGIE PEDIATRIQUE WORKING
CLASSIFICATION OF RENAL TUMORS
. TUMORES DE BAIXO RISCO
Nefroma mesoblastico
Nefroblastoma diferenciado parcialmente cistico
Nefroblastoma completamente necrético
ll. TUMORES DE RISCO INTERMEDIARIO
Nefroblastoma tipo epitelial
Nefroblastoma tipo estromal
Nefroblastoma tipo misto
Nefroblastoma tipo regressivo
Nefroblastoma tipo anaplasia focal
Ill. TUMORES DE ALTO RISCO
Nefroblastoma tipo blastematoso
Nefroblastoma tipo anaplasia difusa
Sarcoma de células claras renal
Tumor rabdéide renal

FONTE: BOCCON-GIBOD et al. (2000).

QUADRO 3 - CRITERIOS HISTOLOGICOS PARA SUBCLASSIFICAR NEFROBLASTOMAS
SEGUNDO SOCIETE INTERNATIONALE D"ONCOLOGIE PEDIATRIQUE 2001

Tipo do tumor Achados histolégicos (% do tumor)
AlQ Epitélio Estroma Blastema
Completamente necrético  100% 0 0 0
Regressivo >66% 0-33% 0-33% 0-33%
Misto <66% 0-65% 0-65% 0-65%
Epitelial <66% 66-100% 0-33% 0-10%
Estromal <66% 0-33% 66-100% O0-10%
Blastematoso <66% 0-33% 0-33% 66—-100%

NOTA: AIQ — alteraces induzidas pela quimioterapia.
FONTE: BOCCON-GIBOD et al. (2000).

O nefroblastoma tipo blastematoso é considerado como de alto risco, quando
diagnosticado apds quimioterapia, pois apresenta pior progndéstico quando
comparado aos demais subtipos de risco intermediario e este grupo de pacientes se
beneficiam de terapia pds-cirGrgica mais intensa (VUJANIC et al., 2002; VAN DEN
HEUVEL-EIBRINK et al., 2015).

O emprego da quimioterapia pré-cirirgica em nefroblastomas estimulou a
investigacdo das alteragbes sofridas pelo tumor em decorréncia do efeito
quimioterapico. Comparando-se a proporgao de blastema em bidpsias pré-cirdrgicas
e em espécimes cirdrgicos, observou-se a reducédo de nodulos blastematosos, que
sofrem necrose ou maturacao, frequentemente para estruturas rabdomiomatosas. A
Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique 9/GPOH demonstrou que a
quimioterapia pré-cirargica destroi o componente blastematoso e a resposta do
blastema a quimioterapia esta claramente associada a recorréncia (BOCCON-
GIBOD, 1998; BOCCON-GIBOD et al., 2000). O crescente numero de tumores do

tipo estromal quando comparados aos tumores provenientes de nefrectomia inicial,
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sugerem que a quimioterapia pré-cirdrgica induza alteracdes de maturagdo como as
observadas no rabdomiossarcoma. Além disso, houve uma reducdo no nimero de
tumores mistos, sugerindo que muitos destes tumores tenham se tornado tumores
com predominio estromal (WEIRICH et al., 2001).

Além dos nefroblastomas tipo blastematoso e com anaplasia difusa,
pertencem ao grupo de tumores de alto risco o sarcoma de células claras e tumor
rabdéide, correspondendo a 4% e 2% dos tumores renais em criancas,
respectivamente (VUJANIC et al., 2002).

1. 8. 3 ESTADIAMENTO

O principal fator prognéstico em nefroblastomas € o estadiamento patoldgico,
clinico e cirargico, que orienta o tratamento indicando quais pacientes devem
receber tratamento intensificado. Estadios iniciais com doenca localizada (estadios |
e Il) ttm melhor prognéstico quando comparados a estadios avancados (estadios Il
e 1V). O estadiamento € definido principalmente pelos seguintes fatores:

(1) Linfonodos: A dissecgéao de linfonodos regionais e hilares séo importantes
para o estadiamento (KALAPURAKAL et al., 2004). O comprometimento de
linfonodos esta associado ao estadio da doenca, a extensao local do tumor e ao pior
prognostico (JEREB et al.,1980). Metastases para linfonodos estdo associadas a
maiores taxas de metastases a distancia e de mortalidade pela neoplasia
(BRESLOW et al., 1985). Parece que linfonodos positivos e émbolos neoplasicos
intrarrenais correlacionam-se a micrometastases, fato reforcado pela associacao
com metastases pulmonares (BRESLOW et al., 1991). Pacientes ndo submetidos a
bidpsia de linfonodos no National Wilms Tumor Study- 4 apresentaram maior
recorréncia abdominal (SHAMBERGER et al., 1999). A nao resseccédo de linfonodos
locais esta associada ao aumento no risco de recorréncia local e subestadiamento
(HONEYMAN et al.; 2012).

(2) Disseminacéo peritoneal: a ruptura tumoral e disseminacao peritoneal
alteram as taxas de sobrevida e aumentam a probabilidade de disseminacdo e
recorréncia abdominal (SHAMBERGER et al., 1999; GREEN et al., 2014). A Société
Internationale d"Oncologie Pédiatrique divulga como um dos principais beneficios da
quimioterapia pré-cirdrgica a reducéo do risco de ruptura tumoral durante a cirurgia
(CAPRA et al., 1999; KALAPURAKAL et al., 2010). Como resultado da disseminacao
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de células neoplasicas apds ruptura tumoral em pacientes estadio Il e histologia
favoravel do National Wilms Tumor Study- 4, houve reducéo da sobrevida global e
7,3% dos pacientes desenvolveram recorréncia abdominal da doenca
(KALAPURAKAL et al., 2010).

(3) Invasdo vascular: trombo tumoral na veia cava inferior ou porgao
extrarenal da veia renal estava correlacionada ao aumento da taxa de metastases a
distancia no National Wilms Tumor Study- 2 (BRESLOW et al., 1985).

(4) Metéastases: A doenca metastéatica (estadio 1V) é importante fator de pior
progndstico com sobrevida livre de evento em 5 anos de 75% para nefroblastomas
com histologia favoravel (GREEN et al., 1996; EHRLICH et al., 2009). O
nefroblastoma pode recorrer em locais como pulmdes, figado, rim contra-lateral e
leito tumoral (GREEN et al., 1996). As metastases sdo mais comuns para pulmdes
(40,5-44%), mas outros 6rgdos como figado (2,12-10,7%), cérebro (1,2%) e 0sSs0s
(2%) também podem ser comprometidos (LEMERLE et al.,, 1976; PRITCHARD-
JONES et al., 2003; SZAVAY et al.,, 2006). A ocorréncia de metastases é mais
comum em pacientes mais velhos e em tumores volumosos (BRESLOW et al.,1986).
Alguns indicadores estdo relacionados a presenca de metastases, como o
comprometimento de linfonodos, a extensao regional da neoplasia e a presenca de
anaplasia a histologia (BRESLOW et al.,1986; EHRLICH et al., 2009).
Aproximadamente 30% dos pacientes com metastases linfonodais tém metastases
ao diagnostico e 20% desenvolvem metastases durante o tratamento quimioterapico
(BRESLOW et al., 1986). Em tumores com extensao tumoral para vasos renais o
risco aproximado para desenvolvimento de metastases é de 50% (BRESLOW et al.,
1986). Ndo ha diferenca quanto ao prognoéstico entre metastases pulmonares e
hepéticas nos estudos conduzidos pelo National Wilms Tumor Study e Société
Internationale d’Oncologie Pédiatrique (BRESLOW et al.,1986; EHRLICH et al.,
2009). Porém Varan et al. (2005) observaram sobrevida global em pacientes com
metastases pulmonares de 50,2% e em pacientes com metastases hepaticas de
16,6%. Atualmente, ndo h& consenso quanto ao tratamento e abordagem de doenca
metastatica, tanto para metastases pulmonares quanto para hepaticas. Um dos
objetivos dos grupos cooperativos € estabelecer a melhor abordagem para estes
casos, buscando a estratificacdo dos pacientes (NICOLIN et al., 2008).

O estadiamento empregado pela SIOP e pelo NWTS esta detalhado no
QUADRO 4.
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QUADRO 4 — ESTADIAMENTO SEGUNDO A SOCIETE INTERNATIONALE D"ONCOLOGIE
PEDIATRIQUE E A NATIONAL WILMS TUMOR STUDY

Estadio NATIONAL WILMS TUMOR STUDY SOCIETE INTERNATIONALE
D’ONCOLOGIE PEDIATRIQUE
Tumor limitado ao rim e completamente | Tumor limitado ao rim e completamente
I extirpado; superficie da capsula renal intacta. | extirpado; superficie da capsula renal
O seio renal ndo pode estar envolvido intacta. O seio renal ndo esta envolvido
Tumor estende-se além do rim, mas foi | Tumor estende-se além do rim, mas foi
completamente extirpado (margens | completamente extirpado (margens
negativas). Existe extensdo regional do | negativas). Existe extensdo regional do
tumor: penetracdo nos tecidos perirenais | tumor: penetracdo nos tecidos perirenais
Il através da capsula renal. Vasos fora do rim | através da capsula renal. Vasos fora do rim
podem estar soltos, totalmente retirados. | podem estar infiltrados ou conter trombos
Pode ter sido biopsiado e ocorrido rotura | soltos e totalmente retirados.
localizada no flanco. Nenhum linfonodo pode
estar comprometido.
Tumor residual confinado ao abdome. Um | Tumor residual confinado ao abdome,
dos seguintes itens pode ocorrer: complicado por um dos seguintes itens:
. linfonodos comprometidos no hilo, | e tumor biopsiado;
cadeias peri-adrticas ou outros; . rotura durante ou apés a cirurgia;
. contaminagdo peritoneal por rotura | e metastases peritoneais;
tumoral; . comprometimento de linfonodos;
m . implantes peritoneais; . resseccgao incompleta;
. vasos com embolo do tumor | e contaminacg&o peritoneal por rotura
aderente a intima e ndo totalmente | tumoral;
ressecados; . implantes peritoneais;
. tumor nao completamente | o presenca de alteraces necréticas
ressecado; induzidas pela quimioterapia em linfonodos
. bidpsia prévia com contaminac&o | ou nas margens de resseccao.
peritoneal.
Metastases hematogénicas (pulméo, figado, | Metastases hematogénicas (pulméo,
v 0sso, cérebro), ou metastases para | figado, osso, cérebro), ou metastases para
linfonodos fora da regido abdominal e pélvica | linfonodos fora da regido abdominal e
pélvica
V Envolvimento bilateral Envolvimento bilateral

FONTE: BOCCON-GIBOD et al. (2000).

A divisdo em estadios é baseada em critérios multidisciplinares e orienta o

tratamento  pds-operatério.

Conseqlientemente, o0

correto estadiamento ¢é

imprescindivel para conduta terapéutica adequada (DE KRAKER et al., 1999).

1. 8. 4 ASPECTOS HISTOLOGICOS RELEVANTES PARA O PROGNOSTICO

O aspecto histologico dos nefroblastomas corresponde a um dos principais
fatores prognosticos. A anaplasia esta associada ao pior prognostico (BECKWITH et
al., 1996). Apds a nova classificacdo da anaplasia em difusa e focal, comprovou-se
gue apenas a anaplasia difusa estava associada a pior prognostico (BECKWITH et

al., 1996). No National Wilms Tumor Study- 5, para tumores de histologia
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desfavoravel, a sobrevida livre de eventos e a sobrevida global em 4 anos foram de
69,5% e 82,6%, respectivamente (DOME et al., 2006).

1. 8. 5 PESO TUMORAL

O peso, assim como a idade, é considerado fator progndstico de interesse em
nefroblastomas. Esta foi uma das variaveis utilizadas por Cassady et al. para definir
0 estadio | em seu sistema de estadiamento. Estes autores definiram como estadio |
tumores com peso inferior a 550g (CASSADY et al., 1973). Baseados no excelente
prognostico obtido em pacientes que preenchiam os critérios definidos por Cassady
et al., com peso inferior a 550¢g e idade inferior a 24 meses, o tratamento cirdrgico
passou a ser sugerido como abordagem terapéutica isolada para este grupo de
pacientes (LARSEN et al., 1990).

Segundo os resultados do National Wilms Tumor Study- 1, pacientes com
tumores de peso inferior a 250g apresentaram menores taxas de Obito e recaidas
abdominais (BRESLOW et al., 1978). J4 no National Wilms Tumor Study- 2 os
resultados ndo corroboraram o efeito do peso tumoral sobre o progndstico
(BRESLOW et al., 1985). O peso tumoral voltou a se correlacionar com as taxas de
Obito e recaida no National Wilms Tumor Study- 3 (BRESLOW et al., 1991). Ao
estudar pacientes no estadio | e histologia favoravel o National Wilms Tumor Study
Group observou que tumores com peso inferior a 550g estavam associados a
auséncia de varidveis de prognostico desfavoravel, como pseudocapsula
inflamatéria, invasdo do seio renal, invasdao da capsula e invasdo de vasos
intrarrenais (WEEKS; BECKWITH; LUCKEY, 1987).

1. 8. 6 VARIAVEIS DE MICROESTADIAMENTO

Weeks, Beckwith e Luckey (1987) avaliaram a presenca de invaséo capsular,
pseudocapsula inflamatéria, invasdo do hilo renal e invasao de vasos intrarrenais em
nefroblastomas estadio | e histologia favoravel e denominaram este conjunto de
aspectos histopatolégicos com significado prognostico de microestadiamento. No
National Wilms Tumor Study- 3 todos os casos de recorréncia tumoral apresentavam
ao menos um dos fatores de microestadiamento (WEEKS; BECKWITH; LUCKEY,
1987).
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Pacientes estadio | com idade inferior a 2 anos tém menor probabilidade de
exibirem variaveis de microestadiamento segundo o National Wilms Tumor Study- 4
(GREEN et al., 1994).

1.9 A IMUNOHISTOQUIMICA

As Ultimas décadas testemunharam o progresso da gendmica que afetou
diretamente a pratica da patologia. Novas tecnologias aplicadas a patologia como a
imunoistoquimica, a producdo de anticorpos monoclonais, recuperagédo antigénica e
andlise de imagens, levaram a rotina da patologia a outro patamar. A melhor
compreensao das bases moleculares dos tumores impulsionaram a medicina de
precisdo e a medicina personalizada (GU; TAYLOR; PHIL, 2014). Esta ultima
baseia-se na avaliagdo individual das alteragbes moleculares através de
metodologias seguras, eficazes, ageis e pouco dispendiosas que possam ser
instituidas na pratica médica diaria (DUNSTAN et al., 2011).

A crescente demanda por subclassificagdes moleculares de tumores, fatores
prognosticos, marcadores de resposta terapéutica e novos alvos terapéuticos, foi
suprida pela patologia molecular e requer uma série de métodos investigativos, tais
como a reacdo em cadeia de polimerase, sequenciamento de DNA e RNA,
hibridizacdo fluorescente in situ e arranjos génicos, desenvolvidas com base na
evolucdo do conhecimento das aberragdes génicas (MULLAUER, 2017).

Entre as técnicas empregadas em patologia destaca-se a imunoistoquimica utilizada
em pesquisa e como técnica complementar no diagndstico diferencial em anatomia
patolégica. A imunoistoquimica contribui para a subtipagem de neoplasias,
caracterizacdo de sitio primario, pesquisa de fatores prognésticos e alvos
terapéuticos e determinacdo de comportamento biolégico de neoplasias (LEONG,;
WRIGHT, 1987; JAFFER; BLEIWEISS, 2004). A imunoistoquimica € utilizada para a
pesquisa de antigenos celulares ou teciduais que podem variar desde
biomarcadores proteicos in situ para a diferenciacdo tecidual, a identificacdo de
microrganismos e alvos terapéuticos especificos para o tratamento do céncer
(CARVAJAL-HAUSDOREF et al., 2015). A imunoistoquimica é considerada por alguns
autores como uma forma de identificacdo da origem celular e de reconhecimento
das funcdes celulares in vivo (BRADTZAEG, 1998). As biomoléculas teciduais

avaliadas a imunoistoquimica fornecem informacdes espaciais e contextuais e estao
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proximas ao local de acdo. Os tecidos possuem diversos tipos celulares em estados
funcionais diferentes como fonte potencial de informagdes (CARVAJAL-HAUSDORF
et al., 2015).

Atualmente entre as principais fun¢des da imunoistoquimica esta a avaliacao
de biomarcadores. A definicdo abrangente de biomarcadores inclui qualquer por¢cao
biolégica ou fisioldgica que pode ser utilizada para definicdo de doencas, orientacéo
terapéutica ou monitoramento de recorréncia (STRIMBU; TAVEL, 2010).
Biomarcadores sé&o definidos pelo Biomarkers Definitions Working Group (2001)
como caracteristicas objetivamente mensuraveis ou avaliaveis como potenciais
indicadores de um processo bioldgico, patogénico ou de resposta farmacoldgica a
uma intervencao terapéutica. Podem contribuir para o diagndstico efetivo e eficiente
de neoplasias, definir fatores progndsticos, predizer melhor op¢édo terapéutica e
reconhecer possivel efeito toxico ao paciente (DUNSTAN et al., 2011).

A imunoistoquimica tem como principal papel a avaliacdo binaria (presente ou

ausente) contextual do biomarcador. No entanto, tais biomarcadores podem ser
mensurados e descritos quanto a localizagdo nos compartimentos subcelulares. A
guantificacdo da expresséo proteica in situ tem sido proposta em especial quando
associada a terapia alvo (CARVAJAL-HAUSDOREF et al., 2015).
Ao longo das ultimas décadas houve o surgimento de equipamentos de melhor
definicdo para a analise quantitativa do sinal imunoistoquimico. Estes equipamentos
utiizam a segmentacdo da imagem e algoritmos de quantificacdo para a
mensuracdo do sinal em uma area selecionada ou célula. A andlise de imagens
digitais permite a avaliacdo de alteracfes na intensidade e distribuicdo que podem
ser imperceptiveis ao olho humano (TAYLOR, 2014).

O emprego de cromégenos permite a deteccdo do alvo através de reacbes de
precipitacdo e visualizacdo no contexto da arquitetura tecidual. A 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) é o0 cromogeno mais utilizado nas reagdes
imunoistoquimicas corando em marrom as amostras teciduais. A deposi¢cdo ocorre
através de uma reacao redox catalisada por uma enzima conjugada a um anticorpo.
Esta reacdo permite a deteccdo através da microscopia Optica e avaliagdo da
distribuicdo e quantidade do marcador alvo nas laminas preparadas (CARVAJAL-
HAUSDOREF et al., 2015).

Esta metodologia, considerada por alguns autores como protedmica in situ, €

amplamente utilizada em pesquisa e anatomia patolégica devido a sua habilidade
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em localizar o antigeno em um tecido cuja morfologia € conhecida, sendo de fécil
interpretacéo e tecnicamente simples e pouco onerosa (TAYLOR, 2014; CARVAJAL-
HAUSDOREF et al., 2015).

1.10 MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS

1. 10. 1 ACIDO RETINOICO

Acido retindico (AR) é o metabdlico mais ativo da vitamina A (retinol) cuja
funcdo é essencial para muitos processos biolégicos, como o desenvolvimento fetal,
proliferacéo, diferenciacdo e apoptose de células normais e tumorais. Os analogos
do retinol sdo denominados retindides e a sua principal fonte em muitos animais € a
dieta. A conversao das formas precursoras do AR em suas formas ativas ocorre no
intestino, figado e tecidos alvo. O retinol apresenta seis isoformas biologicamente
ativas: all-trans, 11-cis, 13-cis, 9,13-di-cis, 9-cis e 11,13-di-cis (THEODOSIOU;
LAUDE; SCHUBERT, 2010).

A atividade biolégica do AR depende da presenca e atividade de receptores
especificos (PASSERI et al., 2016). Os efeitos do AR sobre o controle de expressao
génica sdo mediados por proteinas nucleares denominadas receptores nucleares,
designados receptores do AR (RAR subtipo a, B e y) e receptores retindides X (RXR
subtipo a, B e y), e proteinas celulares ligadas ao &cido retindico (CRABPS)
(THEODOSIOU; LAUDE; SCHUBERT, 2010).

O AR desempenha fun¢des na quimioprevencao e tratamento de tumores
devido seus efeitos na diferenciacdo celular, suas acbes antiproliferativas, anti-
oxidantes e pré-apoptoéticas (BUSHUE; WAN, 2010; FAVORSKAYA et al., 2014).
Contudo, o efeito do AR é bastante contraditorio. Pode induzir a apoptose e
diferenciagdo ou promover a sobrevida celular. Em determinados tipos celulares,
como o neuronal, a funcdo do AR é a sobrevida celular (SCHUG et al., 2007).

Os efeitos do AR podem ser mediados por receptores retinéides denominados
canlnicos e nao canodnicos. Entre os canonicos estdo os RAR e RXR, que atuam
como fatores de transcricdo ligante induzido e pertencem a superfamilia de
receptores hormonais nucleares. Entre 0s receptores ndo candnicos estdo o
receptor ativado por proliferadores de peroxissoma beta/delta (PPARB/®) e receptor
orfao beta relacionado ao acido retindico (RORB). Tanto RAR quanto PPARPB/d se
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ligam ao RXR para formar heterodimeros e subsequentemente modular a
transcricdo génica (THEODOSIOU; LAUDE; SCHUBERT, 2010).

A distribuicéo intracelular do AR depende de duas proteinas intracelulares, a
CRABP2 e a proteina ligante de éacido graxo 5 (FABP5). As funcbes do AR
dependem da concentracdo celular destas proteinas e da atividade sobre seus
respectivos receptores, RARa e PPARB/d (GUPTA et al., 2012). Na via candnica, a
expressdo de genes RAR dependentes leva a apoptose e retardo da maturacao
celular. A ativagao do receptor PPARB/® promove a proliferagao, sobrevida celular e
crescimento tumoral (SHAW; ELHOLM; NOY, 2003; GUPTA et al., 2012).

O efeito desencadeado pela ligacdo destas proteinas aos seus receptores
estd associado a relacdo FABP5/CRABP2. A alta relacdo FABP5/CRABP2 induz a
atividade anti-apoptética (FIGURA 7) (SCHUG et al., 2007).

FIGURA 7 — MODELO QUE DEFINE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DUPLA DO AR

AR
CRABV WPS
RAR PPAR[B/®
retardo no ciclo celular vias de
apoptose sobrevivéncia
inibicao do proliferagao

crescimento

Nota: CRABP-II e FABP5 alvos do AR para RAR e PPARB/S, respectivamente. Em células que
expressam uma elevada relacdo de CRABP-II/FABP5, AR é canalizada para RAR, muitas vezes
resultando em inibicdo do crescimento. Por outro lado, na presenca de uma baixa relacdo de
expressdo CRABP-II / FABPS5, AR é voltada para PPARp/d, suprarregulando assim as vias de
sobrevivéncia.

Fonte: Adaptado de SCHUG et al., 2007.

CRABPs sao proteinas de baixo peso molecular, intracelulares que atuam na
atividade transcricional induzida pelo AR. Estas proteinas transportam o AR

lipossolivel no ambiente intracelular, limitando os niveis de AR livre nas
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membranas, solubilizando, estabilizando o AR nos espacos aquosos e protegendo-o
do processamento (BLOMHOFF, 1994; NOY, 2000). As CRABPs mantém o
metabolismo adequado do AR e protegem as membranas do AR livre (BLOMHOFF,
1994).

CRABP1 e CRABP2 pertencem a familia de proteina de ligacdo de &cidos
graxos com alta similaridade (FAVORSKAYA et al., 2014). A CRABP2 transporta o
AR do citoplasma para o nucleo e facilita sua ligacgdo com o RAR e posterior
formacdo de heterodimeros com RXR (FAVORSKAYA et al.,, 2014). A CRABP2
aumenta a disponibilidade de AR intracelular e seu transporte para o nucleo,
sensibilizando a células ao AR (NOY, 2000).

O CRABP2 é uma proteina de 14kDa com alta afinidade ao all-trans-acido
retindico, expressa em tecidos como pele, Utero, ovario e plexo cordide (NOY, 2000;
BUSHUE; WAN, 2010). O mecanismo através do qual o CRABP2 libera o AR para
0s seus sitios de agdo e metabolismo, esta relacionado a interagdo entre a proteina
ligante e a proteina alvo, denominado canalizagcdo ou “channelling” (NOY, 2000). A
funcdo da CRABP2 é bastante contraditoria. Enquanto alguns estudos relatam a
inibicdo do crescimento celular, outros descrevem a sobrevida das células tumorais
(FAVORSKAYA et al., 2014). A explicacdo para estes efeitos dubios esta no fato de
que o papel da CRABP2 na tumorigénese depende do substrato genético associado
e do tipo patolégico da neoplasia (YANG et al., 2016).

Alguns estudos relatam a expressdao anormal de CRABP em neoplasias e a
associacdo com fatores progndsticos, caracteristicas clinicas e patoldgicas.
Carcinomas pulmonares ndo pequenas células (adenocarcinomas e carcinomas de
células escamosas) apresentam expressao elevada de CRABP2 em tumores bem e
moderadamente diferenciados. A reducéo na expressdo de CRABP2 esta associada
a metastase em linfonodos neste grupo de tumores. A reducdo dos niveis de mRNA
em amostras com achado concomitante de metastase para linfonodo sugere que a
infrarregulacdo do CRABP2 possa ser um evento desfavoravel na progressdo da
neoplasia, sendo seu papel o de regulador negativo sobre a atividade metastatica. A
progressao da doenca e a reducao da diferenciacdo pode provocar a alteracdo na
via sinalizadora que coordena a expressdo do CRABP (FAVORSKAYA et al., 2014).

CRABP?2 foi descrito como gene supressor tumoral em carcinomas cutaneos,
carcinomas esofagicos e carcinomas de cabeca e pesco¢co (CALMON et al., 2009;
PASSERI et al., 2016; YANG et al, 2016). A positividade de CRABP2 a
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imunoistoquimica foi descrita no citoplasma e nucleo de células epiteliais escamosas
da pele apontando sua participacéo na diferenciacéo celular (PASSERI et al., 2016).

Em carcinomas de células escamosas esofagicos, a infrarregulacdo da
expressdo de CRABP2 esta associada a fatores clinicos e patologicos de pior
prognéstico, como profundidade de invasdo, diferenciacdo, estadio e localizacédo
tumoral (YANG et al., 2016). Em carcinomas de cabeca e pescoco, a auséncia de
expressado proteica de CRABP2 esta associada ao maior risco de recorréncia local
ou metéstase a distancia (CALMON et al., 2009).

Em cultivos celulares de carcinoma ductal de pancreas a atividade da
CRABPZ2 induzida por AR néo exibiu comportamento invasivo (GUPTA et al., 2012).

Ao estudar a expressdo de CRABP2 em glioblastomas, Liu et al. obervaram a
expressao proteica citoplasmatica de CRABP2 associada a baixa sobrevida. No
entanto, pouco se sabe sobre a atividade biolégica do CRABP2 citoplasmaética.
Especula-se que o acumulo citoplasmatico de CRABP2 possa promover a sobrevida
celular, atenuar a atividade transcricional de RAR e inibir a apoptose induzida por
AR se vias anti-apoptotica estiverem suprarreguladas (LIU et al., 2016).

A expressdo imuno-histoquimica de CRABP2 ja foi descrita em outras
neoplasias pediatricas como o retinoblastoma. Tumores com expressdo de CRABP2
apresentavam maior agressividade biolégica (MALLIKARJUNA et al., 2010).
CRABP2 também foi descrito em meduloblastomas como um potencial alvo
terapéutico para AR (FU et al., 2012).

Resultados relatados em varios trabalhos apontam para a contribuicdo da via
do AR na progressédo tumoral do nefroblastoma. Cogita-se o potencial beneficio da
terapia com AR induzindo a diferenciacdo celular. Quando comparados
nefroblastomas com quimioterapia pré-cirdrgica e cirurgia como tratamento inicial,
observou-se maior expressdo da via do AR nos tumores poés-quimioterapia. A
superexpressao de CRABP2 foi encontrada em tumores de alto risco. Enquanto a
expressdo de receptores como RARG, RARRES1 e RARRES3 esta reduzida
(WEGERT et al., 2011; ZIRN et al., 2005).

Em cultivos celulares houve maturacdo induzida por AR e a inversdo da
expressdo de genes encontrados em tumores para genes descritos em
nefroblastomas de baixo risco e risco intermediario. Ndo houve inducdo de
maturacdo terminal do cultivo com a aplicacdo de AR, no entanto observou-se
reducéo da proliferacdo celular WEGERT et al., 2011).
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A suprarregulacdo de CRABP2 foi descrita no blastema de nefroblastomas
quando investigados genes relacionados a nefrogénese. A positividade para a
imunoexpressdao de CRABP2 em rins fetais foi detectada no citoplasma e nucleo de
células passando pela transicdo epitélio-mesenquimal apdés a inducdo do broto
ureteral e na maioria das amostras de nefroblastoma estudadas (MASCHIETTO et
al., 2011). Ha descricdo recente da superexpressdo de CRABP2 no blastema de
nefroblastomas quando comparada a rins em desenvolvimento mapeada no ganho
1021.1923.2 (KREPISCHI et al., 2016).

GUPTA et al. descreveram a expressdo de CRABP2 e MycN em amostras de
nefroblastoma com histologia favoravel. Nefroblastomas com estadio avancado
(estadio 1I/IV do NWTS) apresentaram maior expressdo de CRABP2 quando
comparados aos estadios iniciais (estadio I/ll do NWTS) (GUPTA et al., 2008).

1. 10. 2 FATOR NUCLEAR KAPPA B

Fator nuclear kappa B (NFkB) € um fator nuclear descrito em células B
ativadas como regulador da transcricdo de cadeia leve da imunoglobulina kappa.
NFkB é um fator de transcricdo nuclear pertencente a familia reticuloendoteliose
(Rel) que desempenha papel nas respostas imunes, inflamacdo, proliferacéo,
apoptose, progressao tumoral e diferenciacdo (HOESEL; SCHMID, 2013). O NFkB é
crucial no contexto do tumor ou potenciais células tumorais (MANTOVANI et al.,
2008).

A familia Rel é composta por cinco fatores de transcricdo denominados p65
(RelA), RelB, c-Rel, NF-kB1 e NF-kB2. Tanto NF-kB1 quanto NF-kB2 sao
sintetizados como pro-formas, pl05 e pl00 respectivamente, processadas
posteriormente para p50 e p52. Os membros da familia Rel podem formar homo ou
heterodimeros e exibem semelhangas estruturais como o dominio de homologia Rel
(RHD). Em células quiescentes, os dimeros estdo ligados a moléculas inibitérias da
familia das proteinas inibitérias do NFkB (IkB). As IkB apresentando repeti¢cdes de
anquirina que se associam a dominios ligados ao DNA de fatores de transcri¢cao
tornando-os inativos (KARIN et al., 2002; HOESEL; SCHMID, 2013).

pl05 e pl00 também possuem tais repeticdes clivadas na sua maturacao.
Estas duas proteinas ndo apresentam o dominio transativacional presente nos

outros membros da familia NFkB. Desta forma, dimeros de p50 e p52 que se ligam



37

aos elementos NFkB dos genes promotores, agem como repressores transcricionais.
No entanto, quando o p50 ou p52 estdo ligados a membros com dominio
transativacional, como RelB ou p65, atuam como ativadores transativacionais.
Assim, diferentes dimeros da familia NFkB induzem diferentes genes alvo. As
subunidades NFkB contém sitios de fosforilagdo e sofrem outras modificacdes pos-
translacionais que s&o importantes para a ativacdo e interferéncia em vias
sinalizadoras. A ligacdo dos dimeros de NFkB com as moléculas de IkB transloca
este complexo do nucleo para o citoplasma, reduzindo a atividade transcricional do
NFkB (HOESEL; SCHMID, 2013).

A ativagcdo do NFkB ocorre com a liberacdo das moléculas de IkB ou pela
clivagem dos dominios de repeticdo da anquirina do pl00 e pl05, através da
degradacédo proteassomal dos inibidores ou degradacéo parcial dos precursores. Um
dos pré-requisitos para a degradacdo é a poliubiquitinacdo de moléculas alvo que
requerem a fosforilacdo dupla especifica no substrato, catalizado por enzimas
contendo o complexo IkB quinases (IKK1/IKKa e IKK2/IKKB) e ao menos uma
proteina catalitica acessoéria (modulador essencial do NFkB, NEMO ou IKKy). O
complexo IkB quinases se ligam a componentes adicionais e interagem com outras
vias sinalizadoras e quinases. Inimeros estimulos podem ativar o complexo IKK por
diferentes mecanismos incluindo a fosforilazacédo de algas das IKKs, aumento das
guinases ou via auto-ativacdo induzida por proximidade desencadeando a
transfosforilacdo mutua (HOESEL; SCHMID, 2013).

Os varios mecanismos de ativacdo garantem que todas as situacdes de
estresse possam induzir a atividade catalitica das IKKs levando a liberacdo e
ativacdo do NFkB em resposta ao estresse, além de interferir em inUmeras vias
moleculares e circuitos de retroalimentacdo permitindo uma resposta harmonica
(HOESEL; SCHMID, 2013). Sao descritas vias de ativacdo candnica, ndo canonica
ou alternativa e via atipica para a ativacdo do NFkB (LAWRENCE, 2009).

A via candnica do NFkB é mediada por receptores Toll-like (TLRS), receptor
de interleucina 1 (IL-1R), fator de necrose tumoral (TNFR) e receptores de antigeno.
O estimulo destes receptores desencadeia a ativacdo do complexo IKK
(LAWRENCE, 2009).

A via ndo candbnica ou alternativa da ativacdao do NFkB é ativada por uma
série de receptores incluindo o fator de ativacao da célula B (BAFFR), receptor 3 da
linfotoxina (LTRR), CD40, receptor ativador do NFkB (RANK), TNFR2 e Fn14. A
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ativacdo desta via induz a ativagcdo da quinase NIK com subsequente ativacdo da
IKK1. A NIK induz a fosforilacdo da p100 resultando na ubiquitinagéo e degradacéo
parcial para p52 (LAWRENCE, 2009; HOESEL; SCHMID, 2013). O pl100 pode se
associar a RelB induzindo a formacdo de complexo transcricionalmente ativo
denominado complexo RelB/p52 (FIGURA 8) (HOESEL; SCHMID, 2013).

FIGURA 8 — VIAS SINALIZADORAS CANONICA, NAO CANONICA E ATIPICA DO NFkB
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Nota: (A) Na via candnica do NFkB lipopolissacarideos (LPS), fator de necrose tumoral a (TNFa) ou
interleucina 1 (IL-1) ativam receptores Toll-like (TLRS), receptor fator de necrose tumoral (TNFR) e
receptor interleucina-1 (IL-1), respectivamente. Através de uma variedade de proteinas adaptadoras e
sinalizadoras de quinases ocorre a ativagdo de IKKB no complexo IKK, que pode entao fosforilar IkBa
no residuo serina S32 e S36. Esta fosforilagcdo € pré-requisito para a poliubiquitinagédo subsequente,
que resulta na degradacao proteassomal do IkBa. NFKB homo e heterodimeros podem entéo ser
translocados para o nucleo e ativar os genes de transcri¢cao alvo. (B) Na via ndo candnica do NFkB,
fator de ativacdo da célula B (BAFFR), CD40, receptor ativador do NFkB (RANK) e receptor 3 da
linfotoxina (LTBR), levam a ativagdo do IKKa pela quinase indutora de NFkB (NIK). IKKa pode
fosforilar o p100 nos residuos S866 e S870. Esta fosforilagdo leva a poliubiquitinacdo do p100 e
subsequente processamento para heterodimeros p52.p52-RelB que podem ativar genes de
transcrigéao alvo. (C) Na via atipica da via sinalizadora do NFkB, estress genotoxico leva a
translocacédo do NEMO para o nlcleo onde a sumoilacdo e subsequententemente ubiquitinacédo. Este
processo € mediado pela quinase ataxia telangiectasia mutada (ATM). NEMO e ATM podem retornar
para o citossol onde ativam IKK.

Fonte: Modificado de HOESEL; SCHMID, 2013.

ApOs a liberagcdo de dimeros do NFkB subsequente a ativagcdo do IKK, ha
deslocamento para o nucleo e a ligacdo dos dominios de homologia Rel com as
sequéncias de DNA que atuam sobre os genes promotores alvo. Milhares de genes

podem ser ativados. Este processo de ativagcdo € controlado por fatores de
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transcrigcdo adicionais que podem aumentar ou reduzir a efeito do NFkB (HOESEL,
SCHMID, 2013).

As atividades da via NFkB dependem nao apenas de uma variedade de
fosforilagcbes, mas de interacdes dinamicas e complexas entre proteinas que criam
uma rede sinalizadora interdependente e alcas de retroalimentacdo. A atividade
transcricional do NFkB esta relacionada a sua capacidade de suprarregular seu
préprios inibidores da familia IkB (HOESEL; SCHMID, 2013).

Os processos inflamatdrios estdo associados a ativacado da via canbnica do
NFkB. A inflamagéo e a via NFKB desempenham papéis contraditorios no cancer. A
ativacdo da via NFkB estimula a eliminagdo de células neoplasicas através do
sistema imune, denominada de vigilancia imunolégica. Ademais, NFkB esta ativado
em muitos canceres e pode exercer fungdes pré-tumorigénicas (HOESEL; SCHMID,
2013).

A ativagdo do NFkB resulta na suprarregulagéo de genes antiapoptoticos que
resistem a resposta inflamatéria induzida pelo estresse. A contribuicdo da
inflamac&o como evento inicial para o desenvolvimento do cancer, em especial pelo
NFkB, é complexa e inclui multiplos mecanismos. Um dos mecanismos descritos € o
controle da transicdo epitélio-mesenquimal e metastase descrita em carcinomas
mamarios (HUBER et al., 2004). Além da contribuicdo do NFkB na progressao
tumoral através do controle da vascularizacdo pelo fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e seus receptores. A ativacdo do NFkB esta associada a
angiogénese em glioblastomas (XIE et al., 2010).

A ativacdo do NFkB resulta na rapida progressao da neoplasia, aumento do
potencial metastatico, maior proporcéo de recorréncia tumoral e resisténcia a terapia
(HUNTER; LESLIE; PERKINS, 2016).

Fatores intrinsecos e extrinsecos podem estabelecer elevacdo da atividade
do NFkB. Fatores extrisecos séo representados por condi¢fes inflamatorias que
aumentam o risco de cancer como a doenga inflamatoria intestinal. Enquanto os
fatores intrinsecos seriam alteragdes genéticas que causam inflamacdo e neoplasia
(MANTOVANI et al., 2008). A atividade do NFkB pode ser melhorada pela indugéao
direta das mutacdes dos genes NFkB e/ou ativagdo da via NFkB por oncogenes. O
aumento da liberagdo de citocinas no microambiente tumoral e situagcbes de
estresse também aumentariam a atividade do NFkB (BEN-NERIAH, 2011; ZHI et al.,
2014).
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O NFkB pode ser ativado como resultado de alteracfes genéticas autondmas
(amplificacdes, mutacbes ou delecbes) das células tumorais (KARIN et al., 2002;
MANTOVANI et al.,, 2008). As mutacées de NFkB em tumores solidos é rara. O
mecanismo pelo qual o NFkB atua na génese de determinados tipos de cénceres
depende do sitio e contexto em que ocorre. A atividade aberrante de NFkB parece
ter importante papel como co-fator em tumores solidos atuando como fator de
sobrevivéncia nas células transformadas, que ficariam apoptoéticas ou senescentes.
Esta elevada atividade intrinseca do NFkB €& atingida pela liberagdo continua de
citocinas pelos macrofagos do microambiente tumoral (BALKWILL; MANTOVANI,
2001). O NFkB também esta ativado em células tronco do cancer promovendo
atividade pro-inflamatoria, inibindo a apoptose e estimulando proliferacdo celular
(HOESEL; SCHMID, 2013).

O NFkB ativa a expressdo de genes que codificam citocinas inflamatérias,
moléculas de adesdo, enzimas da via da sintese das prostaglandinas, éxido nitrico
sintase induzivel e fatores angiogénicos tanto em células epiteliais, células tumorais
e inflamatdrias (MANTOVANI et al., 2008).

A elevada atividade do NFkB nas células tumorais promove um mecanismo
de sobrevivéncia através da suprarregulacdo de genes anti-apoptoticos,
representando um fator importante para resisténcia a drogas (HOESEL; SCHMID,
2013; HUBER et al., 2004).

Muitos estudos descrevem a suprarregulacdo de NFkB e seus genes alvo
presente na maioria dos canceres. Mesmo canceres cujo contexto ndo inclua
doencas inflamatérias apresentam alteracbes do NFkB. A atividade constitutiva do
NFkB emergiu como atuante em diversas neoplasias, como leucemias, linfomas e
tumores sélidos (KARIN et al., 2002; HUBER et al., 2004).

A expressdo de NFkB pode estar associada a pior progndstico em tumores
sélidos (WU et al.,, 2015). Mutacbes do NFkB foram descritas em carcinomas
mamarios, renais, prostaticos, pulmonares nao pequenas células, gastricos,
esofagicos e ovarianos (JIAO et al., 2012; PERI et al., 2013; OYA et al., 2001,
OKERA et al., 2011; ZHANG et al., 2006; LEVIDOU et al., 2007; HARATA et al.,
2012; ANNUZIATA, 2010).

A elevacao da atividade do NFkB em carcinomas de células claras renal esta
associada a inativacao do gene de Von Hippel Lindau (VHL) que ocorre em mais de

90% dos casos esporadicos (PERI et al., 2013). A perda de genes supressores
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como p53 e VHL podem ativar a jusante as fungbes do NFkB (RIKENBAUGH,;
BALDWIN, 2016). Entre os genes subordinados ao NFkB estd o WT1, gene
supressor descrito em nefroblastomas, ativado in vitro pela via NFkB (DEHBI;
HISCOTT; PELLETIER, 1998).

Em neuroblastomas, a via do NFkB foi descrita como fator conducente para
invasdo e migracdo. A producgédo de citocinas inflamatorias pelas células tumorais ou
inflamatorias no microambiente tumoral pode promover a progressao tumoral através
da via NFkB (ZHI et al., 2014).

1. 10. 3 PROTEINA 1 ASSOCIADA AO FATOR DE NECROSE TUMORAL

As células expostas a insultos ambientais tém a expressdo aumentada de
proteinas do choque térmico (HSPs) ou proteinas do estresse. A maioria das HSPs
sdo chaperonas moleculares constitutivamente expressas que guiam o dobramento
normal, disposi¢cdo intracelular e turnover proteolitico de reguladores chave do
crescimento e sobrevida celular (WHITESELL; LINDQUIST, 2005).

As chaperonas sao fundamentais para fungcées de manutencdo essenciais
como dobramento proteico de novo durante a sintese de cadeia polipeptidica,
translocacdo de proteinas através da membrana, controle de qualidade no reticulo
endoplasmatico e turnover proteico normal (WHITESELL; LINDQUIST, 2005; IM,
2016).

As chaperonas também atuam na regulacdo pdés-translacional de moléculas
sinalizadoras. As proteinas cliente, proteinas recentemente sintetizadas e inativas,
se associam a um complexo composto por multiplas proteinas que contém
chaperonas, co-chaperonas e moléculas acessérias. Esta associacdo previne a
agregacgéao da proteina cliente e auxilia o transporte intracelular, em especial durante
a translocacdo através de estruturas membranosas. A ligagdo ao complexo
chaperona estabiliza as proteinas cliente permitindo sua ativacdo por estimulos
especificos. Na auséncia de estimulo, o complexo chaperona pode conduzir a
proteina cliente para a via de degradacdo ubiquitina-proteossoma (WHITESELL;
LINDQUIST, 2005).

O aumento da expressdo de HSPs em canceres é descrito tanto para
neoplasias sélidas quanto para neoplasias hematoldgicas. O aumento de HSPs em

canceres avancados reflete uma resposta citoprotetora ao estresse da hipdxia, a
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acidose e ao microambiente privado de nutrientes caracteristico dos tumores,
chamado de “vicio ndo-oncogénico” (SOLIMINI; LUO; ELLEDGE, 2007). O aumento
da atividade das chaperonas permite que a célula tumoral se defronte com os
desequilibrios de sinalizacdo associados as células cancerosas transformadas,
através da evasdo da apoptose (WHITESELL; LINDQUIST, 2005).

As chaperonas moleculares da familia Hsp90 séo consideradas reguladoras
indispensaveis do enovelamento proteico em virtualmente todos 0s organismos.
Fazem parte da familia Hsp90 quatro homdélogos: Hsp90a e B localizadas no
citossol, proteina reguladora de glicose 94 (GRP94) localizada no reticulo
endoplasmatico e a proteina 1 associada ao fator de necrose tumoral (TRAP1)
localizada predominantemente na matriz mitocondrial (KANG et al., 2012). A TRAP1
ou Hsp75 € uma proteina Hsp90 simile de aproximadamente 75 kD ligada ao
transporte da proteina do Retinoblastoma (Rb) durante a mitose (ALTIERI et al.,
2012; AMOROSO et al.,, 2014). TRAP1 participa de processos de transducao,
dobramento de proteinas, degradacéo proteica e evolucdo morfologica (MATASSA
et al., 2012).

O mRNA da TRAP1 de aproximadamente 2,4 kb foi descrito em tecidos
normais, como musculo esquelético, figado, coracdo, cérebro, rim, pancreas, pulmao
e placenta e em linhagens de células tumorais e esta localizado no cromossomo
16p13 (SONG et al., 1995; ALTIERI et al., 2012). H4 ao menos seis variantes da
TRAP1 (TRAP1 1 — 6). A proteina precursora do TRAP1 contem 704 aminoacidos e
uma sequéncia de 59 aminoacidos de importagcdo mitocondrial putativa, que é
removida na organela (ALTIERI et al., 2012). A TRAP1 é sintetizada no citoplasma e
posteriormente translocada para a mitocéndria onde é maturada (KANG et al.,
2012). A lista de proteinas cliente da TRAP1 é pequena e ainda ndo ha descricdes
de interagcdo com co-chaperonas (MATASSA et al., 2012).

Entre as funcdes da TRAP1 esta a protecao contra apoptose mitocondrial. As
células podem entrar em apoptose pela morte celular programada através de uma
via extrinseca, centralizada no reconhecimento e propriedades de receptores
moleculares na superficie da membrana e uma via intrinseca ou mitocondrial, na
qual a inducdo da disfuncdo da organela culmina com a liberacdo de fatores
apoptogénicos no citossol (ALTIERI et al., 2012). A superexpressédo de TRAP1 cria
resisténcia ao estresse e protege as células cancerosas da apoptose (ZHANG et al.,
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2015). Como a modulagcédo dos niveis de TRAP1 é controlada em condi¢cdes de
estresse celular é pouco conhecida (ALTIERI et al., 2012).

O impacto do TRAP1 sobre as atividades metabdlicas mitocondriais sinaliza
para uma via tumorigénica TRAP1 dependente. Entre as acbes do TRAP1 esta a
regulacdo de troca entre a fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) e a glicélise aerdbica
presente nas células cancerosas, esta provavelmente ligada a succinato
desidrogenase (SDH) do complexo Il da cadeia respiratéria (ZHANG et al., 2015). A
TRAP1 promove a progressao tumoral inframodulando a respiracdo mitocondrial
através da reducdo da atividade da SDH com consequente estabilizacdo do fator
induzido por hipoxia 1a (HIF1a) (FIGURA 9) (SCIACOVELLI et al., 2013).

TRAP1 interage com a proteina do Retinoblastoma, ciclofilina D (Cyp-D) na
permeabilidade mitocondrial, proteina ligada ao calcio Sorcina que mantém a
localizagéo e estabilidade da mitocondria, putativa quinase-1 induzida por PTEN
(PINK1) protegendo a célula contra a morte induzida por estresse oxidativo e a
particula proteassomal TBP7 controlando a ubiquitinacdo/degradacédo de substratos
(CHEN et al., 1996; KANG et al., 2007; LANDRISCINA et al., 2010; PRIDGEON et
al., 2007; AMOROSO et al., 2012). O TRAP1 tem como acao potencial regular a
proliferacdo de células cancerosas via geracdo de radicas livres de oxigénio e
proteinas relacionadas ao ciclo celular como RB e MYC (IM, 2016).

FIGURA 9 — TRAP1 CHAPERONA MITOCONDRIAL
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Nota: TRAP1 se liga e inibe a succinato desidrogenase (SDH), o complexo Il da cadeia respiratéria. A
infrarregulacéo respiratoria desencadeada pela interacao entre TRAP1 e SDH promove a
tumorigénese pela estabilizacdo succinato-dependente do fator de transcrigao proneoplasico HIF1a
independentemente das condi¢des de hipdxia.

Fonte: Adaptado de SCIACOVELLI et al., 2013.
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A interacdo entre a TRAP1 e Cyp-D inibe a abertura do poro de transicéo de
permeabilidade localizado na membrana mitocondrial interna, conferindo a célula
resisténcia a agentes estressores (KANG et al., 2012). Este processo ocorre com a
formacdo de um complexo multichaperona composto pela TRAP1, Hsp60 e Hsp90
(ALTIERI et al., 2012).

A TRAP1 inibe a respiragdo mitocondrial, prejudica o controle mitocondrial e
suprime a producéo de ATP (ZHANG et al., 2015).

A TRAP1 esta associada a mecanismos de quimioresisténcia e adaptacédo ao
estresse oxidativo (AMOROSO et al.,, 2014; IM, 2016). A TRAP1 também esta
relacionada a tumorigénese e a progressao de diversos tumores como mamario e
ovariano (ZHANG et al., 2015; LANDRISCINA et al., 2010). O aumento da atividade
anti-apoptética esta presente na maioria dos canceres e contribui para a sua
progressao. A hiperexpresséao de TRAPL contribui para este fen6tipo (AMOROSO et
al., 2014). A comparacao entre a expressao tumoral e em tecidos normais apontam
a TRAP1 como potencial biomarcador (LANDRISCINA et al., 2010).

A TRAP1 protege as células do estresse oxidativo e espécies reativas de
oxigénio (MATASSA et al., 2012). Ha estudos relatando a TRAP1 tanto como
oncogene quanto gene supressor (SCIACOVELLI et al., 2013; YOSHIDA et al.,
2013).

Entre as funcdes descritas para a TRAPL estdo a capacidade de invasao e
motilidade, ambas caracteristicas da tumorigénese e disseminacdo metastatica. A
propriedade de adesao celular descrita em neurdnios apontou para o potencial efeito
da TRAP1 sobre a invasdo e motilidade celular (KUBOTA et al., 2009). Estudos
subsequentes demonstraram que a reducdo ou auséncia da TRAP1 se correlaciona
com o aumento da motilidade e invasibilidade em linhagens celulares (YOSHIDA et
al., 2013).

Muitos estudos avaliaram a expressao da TRAP1 em canceres. A positividade
para TRAP1 esta relacionada a altos niveis de genes promotores de proliferacédo e a
negatividade para TRAP1 demonstra altos niveis de genes envolvidos na motilidade
celular e disseminacdo metastatica. A expressdao de TRAP1 parece inibir as
metastases por induzir genes relacionados a adeséao célula-célula e célula-matriz
extracelular, juncdes oclusivas, caderinas, pro-caderinas considerados criticos para
processos de invasao e metastase (KUBOTA et al., 2009; LIU et al., 2010).
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A infrarregulacdo de TRAP1 sensibiliza células de cancer mamario in vivo ao
estimulo letal e inibe o crescimento tumoral. A acdo do TRAP1 sobre a morfologia e
funcdo da mitocondria altera a dinamica de migracdo das células tumorais (ZHANG
et al., 2015).

A suprarregulacdo do TRAP1 esta presente em alguns tumores (KANG et al.,
2007). Uma meta-andlise avaliou a expressdo de RNAm em diversos tipos de
tumores e observou-se que a transcricdo de TRAPL é superior em alguns tumores
guando comparada ao tecido normal, como no estdbmago, prostata e colon, mas em
alguns tumores ha reducdo da expressdo quando comparado com o tecido normal,
como para carcinomas de bexiga e renais (RAMASAMY, 2010).

A TRAP1 pode estar envolvida no processo de adaptacdo das células
tumorais as novas condicdes do microambiente face as condicdes de estresse
resultantes da reducdo de oxigénio e disponibilidade de nutrientes (AMOROSO et
al., 2014).

A TRAP1 atua na atividade antiapoptética extramitocondrial em mecanismos
de protecdo contra o estresse no reticulo endoplasmatico, desencadeado por
indutores e estresse quimioterdpico, regulando a apoptose mitocondrial associada
ao reticulo endoplasmatico, através do controle da expressdo de proteinas cliente
especificas (AMOROSO et al., 2014).

Imputa-se a TRAP1 a funcdo de protecdo ao estresse no reticulo
endoplasmatico em associagcédo a Hsp90 (ALTIERI et al., 2012).

A imunohistoquimica TRAPL1 foi descrita em tecidos normais como mamario,
cOlico, pulmonar e pancreatico e em adenocarcinomas pancreaticos, mamarios,
cOlicos, pulmonares e renais (KANG et al.,, 2007; Sl et al., 2015). A expressao
imunohistoquimica também foi descrita em gliomas com correlacdo com progndstico
(LI et al., 2015).

A expressdo de TRAP1 em adenocarcinomas colico € superior a expressao
encontrada na mucosa peri-tumoral (COSTANTINO et al., 2009). Recentemente, foi
descrita a regulacado da ubiquitinacdo/degradacao da (-catenina em células tronco
intestinais e provenientes de carcinomas colicos pela interagdo TRAP1/TBP7
(LETTINI et al., 2016).

A expressdo de TRAP1 em carcinomas renais foi superior a encontrada no
tecido renal normal. A expressdo de TRAP1 em carcinomas renais foi superior em

pacientes com metastase em linfonodo e pior progndéstico (Sl et al., 2015).
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A atividade da TRAP1 é inibida pela geldamicina e radiciol, semelhante ao
descrito para Hsp90 apontando esta chaperona como um potencial alvo terapéutico
(MATASSA et al., 2012).

As caracteristicas descritas da TRAP1 apontam esta HSP como potencial
biomarcador e alvo terapéutico (AMOROSO et al., 2014).

1. 10. 4 FATOR DE NECROSE TUMORAL SIMILE FRACO INDUTOR DE
APOPTOSE

Fator de necrose tumoral simile fraco indutor de apoptose (TWEAK) é uma
citocina multifuncional que controla muitas atividades celulares incluindo
proliferacdo, migracdo, diferenciacdo, apoptose, angiogénese e inflamacao
(WINKLES, 2008). TWEAK é um membro da superfamilia do fator de necrose
tumoral (TNFSF), localizado no cromossomo 17p13, composto por 249 aminoacidos,
atua como ligante indutor de morte celular (CHICHEPORTICHE et al.,, 1997,
LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001; NAKAYAMA et al., 2002). TWEAK ¢é
estruturalmente relacionado as citocinas e pode apresenta-se como uma proteina
transmembrana tipo Il de 1,4-15kb e uma molécula clivada solavel
(CHICHEPORTICHE et al., 1997; NAKAYAMA et al., 2002; BODMER; SCHNEIDER;
TSCHOPP, 2002). Como uma proteina tipo Il apresenta uma sequéncia de
ancoragem hidrofobica na regido do N-terminal (WILEY et al., 2003).

A estrutura basica do TWEAK apresenta um dominio N-terminal
citoplasmatico com 18 aminoacidos, um dominio transmembrana contendo 25
amoniacidos e um dominio extracelular no C-terminal com 206 aminoacidos com alta
sequéncia de identidade com os outros membros da TNFSF (WILEY et al., 2003).

O ligante do TWEAK pertencente a superfamilia dos receptores do TNF
(TNFRSF), denominado TweakR/Fnl4, € uma proteina transmembrana do tipo |,
relatado inicialmente em fibroblastos, recebeu o nome de fator de crescimento de
fibroblastos induzivel 14 (Fn14) (WILEY et al., 2001).

Ha varios estudos indicando que TWEAK é citotoxico a varios cultivos
celulares tumorais incluindo células HT-29 de adenocarcinomas célicos e células
Kym-1 de rabdomiossarcoma (CHICHEPORTICHE et al., 1997; SCHNEIDER et al.,
1999). Células embrionarias renais ndo apresentaram atividade apoptotica induzida
por TWEAK (CHICHEPORTICHE et al., 1997).
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As atividades do TWEAK podem ser classificadas em trés categorias: (1)
proliferagdo, migracao e sobrevivéncia; (2) indugao de citocina; e (3) citotoxicidade e
apoptose (WILEY et al., 2003). As atividades relacionadas a proliferacdo e inducéo
de citocina estdo mediadas pela inducéao direta da TweakR/Fnl4. As atividades de
citotoxicidade e apoptose podem ou ndo estar relacionadas a ligacdo com este
receptor (WILEY et al.,, 2003). Os efeitos do TWEAK devem-se, em algumas
situacdes, a ativacdo da via sinalizadora do NF-kB e o aumento de proteinas anti-
apoptoticas (WINKLES, 2006).

A interacdo entre os membros da TNFSF desprovidos de dominio de morte
ocorre com a ligacdo do ligante ao dominio extracelular do receptor induzindo a
trimerizacdo do receptor, a associacdo do fator associado ao TNF (TRAF) com a
cauda citoplasmatica e a ativacao intracelular da via das caspases (FIGURA 10)
(LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001; BODMER; SCHNEIDER; TSCHOPP,
2002).

FIGURA 10 — SINALIZACAO DO FN14 TWEAK-DEPENDENTE
Citoplasma

mMTWEAK

Citoplasma

Trimerizacao de Fn14 e
associagdo com TRAF

!

Sinal de transducao
via de ativacdo

Inducdo/ repressao de genes

Resposta biologica
Nota: TWEAK é inicialmente sintetizado como uma proteina transmembrana tipo Il (denotado como
membrana (m) TWEAK), mas esta proteina sofre protedlise intracelular para gerar uma forma menor,
biologicamente ativa que é liberada no espaco extracelular (denotado como solavel (s) TWEAK).
Como o processamento proteolitico do mTWEAK nao ocorre com 100% de eficiéncia, TWEAK pode
ser detectado na superficie da maioria das células por fluorescéncia. TWEAK é uma citocina
trimérica, e é provavel que a ligacdo do TWEAK promova a trimerizag&do do Fn14, associagdo do
TRAF, ativacéo da via sinalizadora, mudancas na expresséo génica e, assim, a resposta celular.
Fonte: Adaptado de WINKLES, 2008.
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O TWEAK atua sobre o desenvolvimento e diferenciacdo de células
endoteliais (LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001).

O mecanismo molecular envolvido na inibicdo do crescimento ou morte
celular induzido pelo TWEAK foi descrito em células Kym-1 como um efeito
secundéario ao TNF enddgeno. Enquanto a apoptose de células HT-29 foi descrita
como secundaria ao co-tratamento com IFN-y, via caspases (NAKAYAMA et al.,
2002).

Os processos celulares associados ao eixo TWEAK-Fn14 como proliferacéo,
invasao, angiogénese e inflamagéo e a expressdo de TWEAK e Fn 14 em tecidos
tumorais apontam para a participacado destas proteinas no crescimento tumoral e
metastase. O TWEAK pode atuar sobre as células tumorais estimulando o
crescimento, sobrevivéncia, migracdo ou morte celular (WINKLES, 2008).

O TWEAK parece desempenhar atividade pré-apoptética em subtipos
tumorais especificos (WILEY et al., 2003). Em alguns tipos celulares, as funcdes do
TWEAK s&o a sobrevida celular ou a proliferagdo (JAKUBOWSKI et al., 2001).
Muitas questbes sdo levantadas quanto a citotoxicidade estimulada pelo TWEAK,
incluindo quando esta resposta é mediada pela ligacdo com o TweakR/Fnl4 ou
outro receptor desconhecido da superficie celular. Embora o mecanismo de inducéo
de apoptose mediada pelo TWEAK nao seja tdo direta e rdpida como ocorre como
os demais membros do grupo TNFSF, ndo se pode afastar a possibilidade da
atividade relevante do TWEAK. Pode-se imaginar um programa de crescimento
celular seja contrabalanceado por uma fase anti-proliferativa ou citotéxica (WILEY et
al., 2003).

O TWEAK liberado pode agir de maneira autocrina sobre as atividades
celulares (WILEY et al., 2003). O TWEAK no microambiente tumoral pode modular
as propriedades da célula tumoral. O TWEAK pode agir nas células tumorais via
mecanismos regulatérios autdcrinos ou paracrinos, enquanto o TWEAK ancorado na
membrana pode agir através de um mecanismo justacrino (FIGURA 11) (WINKLES,
2006). Os mecanismos de controle da relagcdo entre o soluvel e ancorado é
desconhecido (WINKLES, 2008).
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FIGURA 11 — FUNGOES AUTOCRINA, PARACRINA E JUSTACRINA DO TWEAK
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Nota: TWEAK derivado das células tumorais pode ter a funcé@o de sinalizadora autécrina, paracrina
e/ou justacrina. A estimulagdo autdcrina do TWEAK (denotada no diagrama como A) ocorre quando o
TWEAK solavel é liberado de uma célula (célula 1) e se liga aos receptores Fnl14 da mesma célula. A
estimulacao paracrina do TWEAK (denotada no diagrama como P) ocorre quando o TWEAK soluvel
liberado de uma célula (célula 1) e se liga aos receptores Fn14 na célula vizinha (célula 2). A
estimulacao justacrina do TWEAK (denotada no diagrama como J) ocorre quando o TWEAK
ancorado na membrana presente na superficie de uma célula (célula 1) se liga aos receptores Fnl4
da célula vizinha. Deste modo, a estimulagdo justacrina é a Unica que requer o contato célula-célula.
Abreviacdes: Cito, citoplasma; MP, membrane plasmética; THD, dominio de homologia-TNF; CRD,
dominio rico em cisteina.
Fonte: WINKLES, 2006.

O RNAmM do TWEAK esta expresso em uma variedade de tecidos e tipos
celulares como coracao, cérebro, masculo esquelético, pancreas, baco, linfonodos e
timo (CHICHEPORTICHE et al., 1997; MARSTERS et al., 1998).

TWEAK pode estimular a atividade do NF-kB como demonstrado em cultivos
de células embrionérias renais (MARSTERS et al., 1998).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da excelente sobrevida dos pacientes com nefroblastoma atingida
pelos atuais protocolos de tratamento, uma parcela destes pacientes recorre, evolui
com resisténcia a terapia ou 6bito. Para melhorar a sobrevida destes pacientes
busca-se o refinamento da terapia baseado em fatores clinicos e biologicos.

Os grupos cooperativos para o0 estudo do nefroblastoma buscam
incessantemente por novos fatores progndsticos que permitam a estratificacdo dos
pacientes em subgrupos e a adequacgdo das modalidades terapéuticas disponiveis
as necessidades especificas de cada paciente. O intuito € atingir os melhores
resultados reduzindo a exposi¢cao dos pacientes aos efeitos deletérios do tratamento
oncologico. Além de desvendar os mecanismos biolégicos envolvidos na génese do

nefroblastoma.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao proteica tecidual de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB
pl105/50, TRAP1 e TWEAK em amostras parafinadas de nefroblastomas através da
técnica de imunoistoquimica e correlacionar a imunoexpressdo com a evolucéo
clinica e variaveis clinico-patolégicas como estadiamento, tipo histolégico, presenca
de metéstase ou anaplasia, grupo de risco, comprometimento nodal e tratamento

inicial realizado.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a expressdo imunoistoquimica de AR, CRABP2, NFkB p100/52,
NFkB p105/50, TRAP1 e TWEAK nos componentes histoldgicos (blastema,
epitélio e estroma) do nefroblastoma.

2. Avaliar a distribuicdo subcelular (nucleo e citoplasma) de AR, CRABP2,
NFkB p100/52, NFkB p105/50, TRAP1 e TWEAK em nefroblastomas.

3. Determinar a correlacdo entre o escore total de Allred obtido através da
analise das proteinas AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50, TRAP1
e:

a. evolucao clinica;

b. estadiamento;

c. tipo histolégico;

d. presenca de metéastase;
e. presenca de anaplasia;

f. grupo de risco;

g. comprometimento nodal;
h. tratamento inicial.

4. Determinar a correlacdo entre a porcentagem obtida através da analise
morfométrica das proteinas AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK em nefroblastomas e:



. evolucdao clinica;

. estadiamento;

. tipo histolégico;

. presenca de metastase;
. presenca de anaplasia;
grupo de risco;

. comprometimento nodal,

. tratamento inicial.
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4 ARTIGOS

IMUNOEXPRESSAO DE NFkB, TRAP1 E TWEAK COMO BIOMARCADORES EM
NEFROBLASTOMAS

RESUMO

O nefroblastoma, ou tumor de Wilms, € a neoplasia renal mais frequente na
infancia. Apesar do prognostico favoravel uma parcela dos pacientes evolui para
recidiva e Obito. Biomarcadores atuantes na progressdo tumoral, proliferacao,
apoptose e a recente resposta imune e inflamacéo, tais como NFkB p100/52, NFkB
pl05/50, TRAP1 e TWEAK tem sido descritos. Este estudo tem por objetivo a
avaliacdo da expressao imunoistoquimica de NFkB p100/52, NFkB p105/50, TRAP1
e TWEAK em amostras parafinadas de nefroblastomas e correlagdo com fatores
prognaésticos. Foram selecionados 77 espécimes de nefroblastoma provenientes dos
servicos de patologia de trés instituicdes. Trés areas representativas do tumor e uma
area de rim ndo tumoral foram selecionadas para compor o arranjo tecidual em
matriz (TMA). Avaliou-se imunoexpressdo através de andlise semiquantitativa por
meio do escore total de Allred e quantitativa pela analise morfométrica da area
corada. Para a comparacado de dois grupos foi utilizado o teste nao-paramétrico de
Mann-Whitney, enquanto para a comparacao de trés ou mais grupos utilizou-se o
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. A imunopositividade para NFkB p100/52 e
NFkB p105/50 foi encontrada tanto no nucleo quanto citoplasma. A imunoexpressao
de TRAP1 e TWEAK esteve presente apenas no citoplasma das células cancerosas.
Todos os tipos histolégicos do nefroblastoma (blastema, epitélio e estroma) foram
positivos para as quatro proteinas estudadas. Observou-se a maior expressao de
NFkB pl105/50 em nefroblastomas em estadio I/ll (p= 0.041). NFkB pl105/50 e
TRAP1 através da andlise semiquantitativa e TWEAK de acordo com analise
guantitativa, apresentaram menor positividade em nefroblastomas tipo blastematoso
(p= 0.046, p= 0.003 e p= 0.066, respectivamente). A anaplasia se associou a maior
escore total de Allred de TRAP1 (p= 0.005). A andlise semiquantitativa e quantitativa

dos marcadores NFkB pl05/p50, TRAP1l e TWEAK apontam para potenciais
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biomarcadores para progressdo tumoral e para a participacdo destas proteinas na

tumorigénese do nefroblastoma.

Palavras-chave: nefroblastoma; NFkB p100/p52; NFkB p105/p50; TRAP1; TWEAK.

INTRODUCAO

O nefroblastoma ou tumor de Wilms é a neoplasia maligna renal solida mais
freqiiente na infancia.® O nefroblastoma tem origem nas células do blastema
metanéfrico se assemelhando histologicamente ao blastema indiferenciado, estroma
e estruturas tubulares renais primitivas do rim fetal, sendo um exemplo da
carcinogénese recapitulando o desenvolvimento renal precoce.?

Apesar de taxas de sobrevida global superiores a 85%, questdes associadas
a morbidade em decorréncia do tratamento e Obito apds recidiva acometem estes
pacientes. O desfio atual dos grupos cooperativos para o0 tratamento do
nefroblastoma é identificar e priorizar o desenvolvimento de novas abordagens para
esta parcela de portadores de nefroblastoma que inclui a descoberta de
biomarcadores preditores de recidiva e novas modalidades terapéuticas mais
efetivas.®

Fator nuclear kappa B (NFkB) é um fator de transcricdo nuclear pertencente a
familia reticuloendoteliose (Rel) que desempenha papel nas respostas imunes,
inflamacé&o, proliferacdo, apoptose, progressdo tumoral e diferenciacdo.” A familia
Rel é composta por cinco fatores de transcricdo denominados p65 (RelA), RelB, c-
Rel, NFkB1 (NFkB pl105/p50) e NFkB2 (NFkB p100/p52). Tanto NFkB1 quanto
NFkB2 sdo sintetizados como pré-formas, pl05 e pl00 respectivamente,
processadas para p50 e p52.> ® Os dimeros formados pelos membros da familia
NFkB induzem diferentes genes alvo e seu papel em células cancerosas inclui
funcbes pro-tumorigénicas.® A ativacdo do NFkB resulta na rapida progressdo da
neoplasia, aumento do potencial metastatico, maior propor¢cdo de recorréncia
tumoral e resisténcia a terapia.” O mecanismo pelo qual o NFkB atua na génese de
determinados tipos de canceres depende do sitio da neoplasia e contexto em que
ocorre. A atividade aberrante de NFkB parece ter importante papel como co-fator em

tumores solidos agindo como fator de sobrevivéncia nas células transformadas, que
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ficariam apoptoticas ou senescentes. Esta elevada atividade intrinseca do NFkB é
atingida pela liberagdo continua de citocinas pelos macréfagos do microambiente
tumoral.? ®

A proteina 1 associada ao fator de necrose tumoral (TRAP1) ou proteina do
choque térmico 75 (Hsp75) é uma chaperona molecular da familia Hsp90,
considerada reguladora indispensavel do enovelamento proteico em virtualmente
todos os organismos. TRAP1 se localiza predominantemente na matriz mitocondrial
e auxilia processos de transducédo, dobramento de proteinas, degradacéo proteica e

11

evolucdo morfolégica.™ A TRAP1 estd associada a mecanismos de

quimioresisténcia, adaptacédo ao estresse oxidativo, tumorigénese e progressao em

diversos tumores como mamario e ovariano.> > 14

A hiperexpressdo de TRAP1
contribui para a atividade anti-apoptética nas células cancerosas.*

O fator de necrose tumoral simile fraco indutor de apoptose (TWEAK) é uma
citocina multifuncional, membro da superfamilia do fator de necrose tumoral
(TNFSF), que controla muitas atividades celulares incluindo proliferacdo, migracao,
diferenciacdo, apoptose, angiogénese e inflamacéo.'® ** ' Os processos celulares
associados ao TWEAK em tecidos tumorais apontam para a participacdo destas
proteinas no crescimento tumoral e metastase.*’

Este estudo tem como objetivo avaliar a expressdao proteica de NFkB
pl05/p50, NFkB  pl00/p52, TRAP1 e TWEAK em amostras teciduais de

nefroblastomas e correlacdo com fatores progndsticos clinicos e patolégicos.
MATERIAIS E METODOS
PACIENTES

Foram selecionados 77 espécimes de nefroblastoma provenientes dos
servicos de patologia do Complexo Hospital de Clinicas, Hospital Infantil Pequeno
Principe e Hospital Erasto Gaertner diagnosticados entre os anos de 1994 e 2012
apos a aprovacao dos comités de ética das trés instituicoes.

As laminas histologicas coradas em hematoxilina-eosina foram revisadas e
classificadas quanto ao tipo histologico, grupo de risco, estadiamento, presenca de
anaplasia e comprometimento nodal. Trés areas tumorais distintas representativas

dos elementos histolégicos de cada espécime foram selecionadas para compor
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arranjos teciduais em matriz (TMA). Uma amostra de tecido renal ndo tumoral de
cada amostra foi adicionada ao TMA.

Informacdes clinicas complementares como género dos pacientes, idade ao
diagnoéstico, apresentacdo clinica inicial, presenca de metastase, modalidade

terapéutica e evolucéo clinica foram obtidas através da revisdo de prontuario.

IMUNOISTOQUIMICA

As reacbes de imunoperoxidase seguiram técnica previamente descrita.*®
Para cada reacdo imunoistoquimica foram executados em paraledo controles
positivos e controles negativos pela omissao da incubacdo do anticorpo primario. Os
anticorpos primarios utilizados foram: anticorpo policlonal de coelho anti-NFkB
p100/p52 (diluicdo 1:400, Abcam, Cambrigde, MA, EUA), anticorpo policlonal de
coelho anti-NFkB p105/p50 (diluicao 1:200, Abcam, Cambrigde, MA, EUA), anticorpo
monoclonal de coelho anti-TRAP1 (clone EPR-5381, diluicdo 1:400, Abcam,
Cambrigde, MA, EUA) e anticorpo policlonal de coelho anti-TWEAK (diluigdo 1:100,
Abcam, Cambrigde, MA, EUA).

ANALISE IMUNOISTOQUIMICA SEMIQUANTITATIVA

O sistema de escore de Allred descrito por Harvey et al. foi avaliado
utilizando-se microscopio Leica® DM 500 (Wetzlar, Alemanha). O escore total de
Allred varia de 0 a 8 e resulta da somatéria de dois escores, de propor¢do e
intensidade. O escore de proporcao é classificado segundo a razéo entre células
positivas e o numero total de células, como 0 (0%), 1 (>0-1%), 2 (21%-10%), 3
(>10%-33%), 4 (>33-66%) e 5 (>66%-100%). O escore de intensidade é classificado

como 0 (negativo), 1+ (fraco), 2+ (moderado) e 3+ (forte). *°

ANALISE IMUNOISTOQUIMICA QUANTITATIVA

Para analise quantitativa empregou-se a morfometria de cores de imagens
digitais no formato JEPG (Joint Photographics Experts Group) obtidas com pelo
escaner de laminas Zeiss, modelo Axio Scan Z1 (Oberkochen, Alemanha), em

aumento de 20x. As imagens geradas foram selecionadas. No total de 50 a 80
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imagens de cada espécime foram analisadas através da morfometria de cores,
utilizando-se programa analisador de imagem, Image Proplus® (Rockville, MD,
EUA). A area em micrébmetros quadrados de cada fotomicrografia foi compilada, a
meédia calculada para cada caso e transformada em porcentagem, através da divisao
pela constante 115.226,1um? e multiplicacdo por 100 para a conseguinte analise
estatistica.

ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo de dois grupos, em relacdo a variaveis quantitativas, foi
usado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Trés ou mais grupos foram
comparados usando-se 0 teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. A condicdo de
normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Valores de p<0,05
indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa
computacional IBM SPSS Statistics v.20.

RESULTADOS
ESTUDO DA POPULACAO

A média de idade ao diagnéstico foi de 33,6 meses (0 - 108 meses). Dados

clinicos e demogréficos da populacéo estudada estdo resumidos na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes

Variavel Valor
Sexo (feminino/masculino) 31:46
Idade (meses), mediana 33,6

Metastases, n (%)

Sim 17 (22,4)

N&o 59 (77,6)

Grupo de risco histologico, n (%)

Alto risco 9(11,7)

Risco intermediario 68 (88,3)
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Variavel Valor

Linfonodo, n (%)

Negativo 36 (46,8)

Positivo 4(5,2)"

Estadio local, n (%)

| 47 (64,4)

I 13 (17,8)

Il 13 (17,8)”

Classificacao histoldgica, n (%)

Nefroblastoma — tipo epitelial 10 (13,0)
Nefroblastoma — tipo estromal 9(11,7)
Nefroblastoma — tipo misto 37 (48,1)
Nefroblastoma — tipo regressivo 4 (5,2)

Nefroblastoma — tipo blastematoso 12 (15,6)

Nefroblastoma — tipo anaplasia difusa 5 (6,5)

Apresentagéo clinica, n (%)

Aumento de volume abdominal 31 (40,2)
Massa abdominal 29 (37,7)
Dor abdominal 9(11,7)
Febre 8 (10,4)
Vomitos 3(3,9)
Emagrecimento 3(3,9)

Tratamento inicial, n (%)

Quimioterapia 51 (67,1)*

Cirurgia 32,9 (25,0)

Evolucéo clinica, n (%)

Livre de doencga 57 (83,8)

Obito 11 (16,2)"

* = dado ndo pode ser recuperado; = demais
pacientes ndo foram submetidos a resseccéo de
linfonodos; =~ = espécimes com estadiamento
prejudicado; o= pacientes com perda de
seguimento ou transferidos para outro centro
durante o estudo.
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ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

A imunopositividade para os marcadores avaliados foi obervada em todos os
elementos histolégicos do nefroblastoma (blastema, estroma e epitélio) (Figura 1).
Os marcadores NFKB pl00/p52 e NFkB pl05/p50 apresentaram distribuicdo
subcelular tanto citoplasmética quanto nuclear em respectivamente, 93,1% e 12,9%
das amostras. Enquanto os marcadores TRAP1 e TWEAK apresentaram
imunoexpressao citoplasmatica.

As amostras de tecido renal normal também foram positivas para os quatro
marcadores. Estruturas como tubulos renais e glomérulos expressaram NFkB
pl00/p52 tanto em ndcleo quanto citoplasma. Os demais marcadores foram

expressos apenas no citoplasma.

Figura 1. Expressao imunoistoquimica em amostras de tecido renal e componentes histolégicos do
nefroblastoma, blastema, epitélio e estroma respectivamente. A, B, C e D imunoexpresséo de NFkB
pl00/p52; E, F, E e H imunoexpressédo de NFkB p105/p50; I, J, K e L imunoexpressao de TRAP1; M,
N, O e P imunoexpressédo de TWEAK (40x).
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A distribuicdo da imunoexpresséo avaliada pelo sistema de escore de Allred

esta resumida na figura 2.
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Figura 2. Distribuico da imunoexpressdo tecidual em
nefroblastomas de acordo com o sistema de escore de Allred

A distribuicdo das imunoexpressdo de acordo com a analise morfométrica

esta ilustrada na figura 3.
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Figura 3. Distribuicho da Imunoexpresséo em
nefroblastomas segundo a analise morfométrica (%)

RELEVANCIA PROGNOSTICA

Os resultados obtidos através da andlise quantitativa e semiguantitativa foram
comparados com variaveis clinico-patolégicas com relevancia prognaostica.

N&o houve significAncia estatistica entre as duas metodologias de avaliacdo
da imunopositividade, evolugdo clinica e comprometimento nodal para os quatro
marcadores (p>0.05).

As variaveis que apresentaram correlacdo estatistica com relacédo as analises

guantitativa e semiquantitativa sdo ilustradas na figura 4.
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Figura 4. Analise quantitativa e semiquantitativa da imunoexpressdo de NFkB p105/p50, TRAP1 e TWEAK
com relacéo as varidveis clinico-patologicas. A. Box-plot da andlise semiquantitativa da imunoexpressao de
NFkB pl105/p50 comparada ao tipo histoldgico. Observa-se a menor expressdao em nefroblastomas
blastematosos (p= 0.046); B. Box-plot da analise semiquantitativa da imunoexpressdao de TRAP1
comparada ao tipo histolégico. Observa-se a menor expressdo em nefroblastomas blastematosos (p=
0.003); C. Box-plot da analise semiquantitativa da imunoexpressdo de TWEAK comparada ao tipo
histologico. Observa-se a menor expressao em nefroblastomas blastematosos (p= 0.066); D. Box-plot da
andlise semiquantitativa da imunoexpressédo de TRAP1 comparada ao grupo de risco (p= 0.015); E. Box-plot
da andlise semiquantitativa da imunoexpressédo de TRAP1 comparada a presenca de anaplasia. Observa-se
a maior expressao em nefroblastomas com anaplasia (p= 0.005); F. Box-plot da analise quantitativa da
imunoexpressao de NFkB pl05/p50 comparada ao estadimanto. Observa-se a maior expressdo nos
estadios | e Il quando comparadas ao estadio Il (p= 0.041); G. Box-plot da andlise quantitativa da
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imunoexpressdo de TRAP1 comparada ao tratamento inicial (p= 0.036); H. Box-plot da analise quantitativa
da imunoexpressdo de TWEAK comparada a presenca de metastase (p= 0.046).

DISCUSSAO

Este trabalho descreve a imunoexpresséo de NFkB pl100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK em amostras teciduais de nefroblastoma como potenciais
biomarcadores em nefroblastoma, até o momento nédo descrita.

As funcdes do NFkB nao se restringem apenas a processos inflamatoérios e a
imunidade. Suas acdes como fator de transcricdo conecta-o a funcdes essenciais a
tumorigénese como proliferacdo, apoptose e migracéo celular.® A expressdo nuclear
e citoplasmética de NFkB se correlacionam com diagndstico desfavoravel, fato
explicado pela coativacdo de outros fatores bioldgicos.” O mecanismo pelo qual o
NFkB atua na génese de determinados tipos de canceres depende do sitio e
contexto em que ocorre. A atividade aberrante de NFkB parece ter importante papel
como co-fator em tumores solidos atuando como fator de sobrevivéncia nas células
transformadas através da suprarregulacéo de genes anti-apoptéticos.®

Em nossa amostra, ndo houve correlacédo entre a expressao proteica de NFkB
p100/p52 e NFKB p105/p50 em nefroblastomas e a evolugéo clinica. Nefroblastomas
tipo blastematoso apresentaram menor expressdo de NFkB pl05/p50 quando
comparados aos demais tipos histologicos. Embora os blastematosos e anaplasicos
pertencam ao mesmo grupo de risco, estes dois tipos histologicos de pior
prognostico, foram diferentes quanto a expressdo deste marcador. No entanto,
guando comparada a imunoexpressao com 0S grupos de risco, ndo observou-se
correlacdo estatistica entre tumores de risco intermediario e alto risco.

Nefroblastomas estadios iniciais (I/1l) demonstraram maior expressdo de
NFkB pl105/p50 quando comparados ao estadio Ill. Diferindo do relatado em
melanomas e carcinomas gastricos. 2> %

TRAPL1 é parte de uma rede complexa de proteinas que atuam na protecao
das células contra o estresse oxidativo e apoptose.’* A TRAP1 pode agir na
capacidade de invasdao e motilidade, reconhecidas como caracteristicas da
tumorigénese e disseminacdo metastatica.?® A reducdo ou auséncia da TRAP1 se

correlaciona com o aumento da motilidade e invasibilidade em linhagens celulares e
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a expressdo de TRAP1 esté relacionada a altos niveis de genes promotores de
proliferac&o celular. 2% 23

A imunoexpressao de TRAP1 foi maior em nefroblastomas com anaplasia e
de alto risco. No entanto, ndo houve correlacdo com a evolucdo clinica dos
pacientes, metastase a distancia e comprometimento nodal.

A expressdo imunoistoquimica de TRAP1 em gliomas de baixo grau,
carcinomas pulmonares ndo pequenas ceélulas e adenocarcinomas colicos esta

associada a pior progndstico.”* * %

Amostras de carcinomas ovarianos pouco
diferenciados, com estadio avancado e metastase a distancia e para linfonodos
apresentaram maior expressdo proteica de TRAP1.?” A expressdo de TRAP1 em
carcinomas renais foi maior em pacientes com metastase em linfonodo e pior
prognéstico.?®

TWEAK, pertencente a superfamilia do fator de necrose tumoral, age sobre as
células alvo ligando-se ao seu receptor Fnl4. Os processos celulares relacionados
ao eixo TWEAK-Fn14 como proliferacdo, invasao, angiogénese e inflamacdo em
tecidos tumorais apontam para a participacdo destas proteinas no crescimento
tumoral e metastase.” O TWEAK parece desempenhar atividade pré-apoptética em
subtipos tumorais especificos.”

A expressdo proteica de TWEAK em nossa amostra foi menor em
nefroblastomas tipo blastematoso. Em carcinomas renais a maior expressao da
proteina TWEAK ocorreu em tumores de maior grau histolégico.®*® Semelhante ao
observado nos nefroblastomas anaplasicos selecionados para este estudo.

As amostras provenientes de pacientes com nefroblastoma metastatico
apresentaram maior expressdao de TWEAK salientanto o possivel papel desta
proteina no crescimento tumoral e metastatico.

Concluindo, este estudo demonstra que a analise semiquantitativa e
quantitativa dos marcadores NFkB pl05/p50, TRAP1 e TWEAK apontam para
potenciais biomarcadores de progressao tumoral e para a participacdo destas
proteinas na tumorigénese do nefroblastoma. Estudos complementares sao

necessarios para melhor compreensédo dos mecanismos envolvidos.
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ABSTRACT

Background: Nephroblastoma, or Wilms' tumor, is the most frequent kidney cancer in
children, accounting for 98% of kidney tumors in this age group. Despite the favorable
prognosis, a portion of these patients progress to recurrence and death. The retinoic acid
(RA) pathway plays a role in the chemoprevention and treatment of tumors due to its effects
on cell differentiation and its antiproliferative, anti-oxidant, and pro-apoptotic actions. Reports
describe abnormal cellular retinoic acid binding protein 2 (CRABP2) expression in neoplasms
and a correlation with prognostic factors and clinical and pathological characteristics. The aim
of this study was to evaluate the immunohistochemical expression of RA and CRABP2 in
paraffin samples of nephroblastomas, through semiquantitative and quantitative analysis, and
correlate this expression with prognostic factors.

Methods: Seventy-seven cases of nephroblastomas were selected from pediatric oncology
services. The respective medical records and surgical specimens were reviewed. Three
representative tumor samples and one non-tumor renal tissue sample were selected for the
preparation of tissue microarrays (TMA). The Allred scoring system was used for the
semiquantitative immunohistochemical analysis, whereas a morphometric analysis of the
stained area was employed for the quantitative evaluation. The nonparametric Mann-Whitney
test was used for comparisons of two groups, while the nonparametric Kruskal-Wallis test
was used to compare three or more groups.

Results: Immunopositivity for RA and CRABP2 was found in both the nucleus and cytoplasm.
All histological components of the nephroblastoma (blastema, epithelium, and stroma) were
positive for both markers. RA in the semiquantitative analysis and CRABP2 in the
quantitative analysis presented increased immunohistochemical expression in patients with
metastasis, with p values of 0.0247 and 0.0128, respectively. This is similar to the results of
the guantitative analysis of RA, which showed greater immunopositivity in tumor samples of
patients subjected to pre-surgical chemotherapy. No significant correlation was found with
the other variables studied, such as staging, anaplasia, risk group, histological type, nodal

involvement, and clinical evolution.
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Conclusions: Semiquantitative and quantitative analyses of the markers RA and CRABP2
indicate their potential as biomarkers for tumor progression and their participation in
nephroblastoma tumorigenesis.

Keywords: nephroblastoma; retinoic acid; CRABP2.

BACKGROUND

Nephroblastoma or Wilms’ tumor is the most frequent kidney cancer in children and
accounts for 98% of kidney tumors in this age group [1]. Nephroblastoma originates in
metanephric blastema cells that histologically resemble the undifferentiated blastema,
stroma, and primitive renal tubular structures of the fetal kidney [2]. The prognosis of this
cancer improved dramatically after the formation of cooperative groups. The development of
treatment protocols resulted in global survival rates above 90% [3].

Despite this therapeutic success, prognostic factors such as lymph node metastases,
anaplastic histology, bilateral disease, molecular characteristics, stage IlI/IV, tumor rupture,
and renal vein and inferior vena cava thrombi are associated with relapse and reduced
survival [3,4,5].

In the frantic search for new therapeutic targets and a better understanding of the
molecular pathways responsible for tumorigenesis and tumor progression of nephroblastoma,
retinoic acid (RA) has emerged as a therapeutic alternative for the treatment of this cancer.
Numerous genes involved in the RA signaling pathway seem to participate in the progression
and cellular differentiation of nephroblastoma [6,7].

RA is the most active metabolite of vitamin A, and its function is essential for many
biological processes, such as fetal development and proliferation and the differentiation and
apoptosis of normal and tumor cells [8]. The effects of RA on the control of gene expression
depend on the intracellular RA distribution subordinate to the concentration of intracellular
proteins such as cellular retinoic acid binding protein 2 (CRABP2) and to the activity on RA
receptors [8,9,10]. The functions of RA include the chemoprevention and treatment of tumors
due to its effects on cell differentiation and its antiproliferative, anti-oxidant and pro-apoptotic
actions [10,11]. CRABPs are low-molecular-weight, intracellular proteins that act on the RA-
induced transcriptional activity, maintaining an adequate RA metabolism [13].

Previous studies have described changes in the RA pathway in nephroblastomas
[6,7,14]. Overexpression of CRABP2 is related to advanced stages of this cancer, which

indicates the involvement of the RA pathway in tumor progression [7,15,16]. CRABP2 protein
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expression was found in human fetal kidney samples during the mesenchymal-epithelial
transition and in the blastemal component of nephroblastoma; in the latter, it was associated
with CRABP2 upregulation [2].

This study aims to evaluate the distribution of RA and CRABP2 protein expression and
positivity in nephroblastoma tissue specimens and correlate these results with clinical and

pathological prognostic factors.

METHODS

PATIENTS

We selected 77 patients diagnosed with nephroblastoma between 1994 and 2012 who
were treated at the pediatric oncology services of the Clinics Hospital Complex/Federal
University of Parand, Pequeno Principe Children’s Hospital and Erasto Gaertner Hospital.
This study was approved by the ethics committees of the three institutions.

The hematoxylin-eosin-stained histological slides were reviewed and classified
according to the histological type and presence of anaplasia. Relevant clinical data were
obtained such as the gender of patients, age at diagnosis, initial clinical presentation, staging,
risk group, presence of metastasis, nodal involvement, treatment received, and clinical
evolution.

Twelve tissue microarrays (TMA) containing samples representative of the tumors
were constructed. For each case, three distinct tumor areas and one sample of non-tumor
renal tissue were selected to compose the TMA.

Information regarding the clinical evolution, initial treatment received (chemotherapy or
surgery), and prognostic factors, such as staging, presence of metastasis, histological type,
presence of anaplasia, risk group, and nodal involvement, were compiled for statistical

analysis and comparison with the immunoexpression of markers in tumor samples.

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Histological sections of 4 um thickness were obtained for immunohistochemistry. The
slides were then subjected to deparaffinization, dehydration, and rehydration. Endogenous
peroxidase was blocked using methyl alcohol and hydrogen peroxide for the first block and

distilled water and hydrogen peroxide for the second block. The next step was incubation
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with the primary antibodies chosen for the study, including rat anti-RA monoclonal antibody
(clone 2C9-1F8; 1: 800 dilution, Abcam, Cambridge, MA, USA) and rabbit anti-CRABP2
polyclonal antibody (1:50 dilution, Bioss, Woburn, MA, USA), for one hour in a humid
chamber at room temperature. The secondary antibody (Advance™ HRP Dako®, Dako
Corporation, Carpinteria, CA, USA), conjugated with the polymer dextran, was incubated with
the material for 30 minutes, also at room temperature. For the staining, the diaminobenzidine
(DAB)+ substrate complex (buffer for DAB dilution) was added to the slides, which were
counterstained with Harris hematoxylin, followed by dehydration with 100% ethanol baths
and clearing with xylol, analytical grade. The permanent slides were mounted in histological
resin for microscopy (Entellan, Merck®). Positive and negative controls were performed in all

reactions [17].

EVALUATION OF IMMUNOEXPRESSION

The immunohistochemical expression was evaluated through semiquantitative and
guantitative analysis techniques. For the semiquantitative analysis, the Allred scoring system
was used, which consists of scores of the proportion and intensity that are summed together
to give the total Allred score. The proportion score was calculated as the ratio between
positive cells and the total number of cells and was classified as 0 (0%), 1 (>0-1%), 2 (21%-
10%), 3 (>10%-33%), 4 (>33%-66%), and 5 (>66%-100%). The intensity score was classified
as 0 (negative), 1+ (weak), 2+ (moderate), and 3+ (strong). The total score was calculated as
the sum of the proportion and intensity scores and ranged from O to 8 [18].

The quantitative morphometric analysis was performed using images obtained by a
Zeiss Axioscan Slide Scanner (Germany) with 20x magnification, which generates digital
Tagged Image File Format (TIFF) files. After scanning, the software generated images in the
photomicrograph format, which were analyzed using the image analysis software Image-Pro
Plus® (Rockville, MD, USA). The immunostained area of each photomicrograph was
measured and is expressed in square micrometers, and the mean was calculated for each
case and transformed into the percentage by half-magnification field (HMF) by dividing by the
constant 115.226,1 um? and multiplying by 100 for subsequent statistical analysis [19].

STATISTICAL ANALYSIS
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For the evaluation of the data obtained, the results of quantitative variables are
expressed as the means, medians, minimum values, maximum values, and standard
deviations. Qualitative variables are expressed as frequencies and percentages. For
comparisons of two groups, the non-parametric Mann-Whitney test was used for quantitative
variables. Three or more groups were compared using the non-parametric Kruskal-Wallis
test. The normality of the variables was evaluated by the Shapiro-Wilk test. Values of p<0.05
indicated statistical significance. The data were analyzed using IBM SPSS Statistics v. 20

software.

RESULTS

POPULATION CHARACTERISTICS

Of the total of 77 cases of nephroblastoma selected, the mean age at diagnosis was
33.6 months (0-108 months). The main clinical findings related to the diagnosis were
increased abdominal girth in 40.2% (n=31), abdominal mass in 37.7% (n=29), abdominal
pain in 11.7% (n=9), fever in 10.4% (n=8), vomiting in 3.9% (n=3), and weight loss in 3.9%
(n=3) of the patients. As an initial treatment, 67.1% of the patients underwent pre-surgical
chemotherapy, while 25% underwent surgery. Clinical and demographic data are

summarized in Table 1.

Table 1. Patients baseline and median immunoexpression values of RA and CRABP2 in
nephroblastomas for histological subtype
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Variable

Value Allred score, median

Semiquantitative
analysis (%), median

RA CRABP2

RA CRABP2

Gender (female:male)

Age (months), median

Metastases, n (%)

Yes

No

Histological risk group, n (%)
High risk
Intermediate risk

Lymph nodes, n (%)
Negative
Positive

Local stadium, n (%)
I
Il
1

Histological classification, n (%)
Nephroblastoma - epithelial type
Nephroblastoma - stromal type
Nephroblastoma - mixed type
Nephroblastoma - regressive type
Nephroblastoma - blastemal type

Nephroblastoma - diffuse anaplasia type

Clinical evolution, n (%)
Disease free
Death

31:46
33.6

17 (22.4)
59 (77.6)*

9 (11.7)
68 (88.3)

36 (46.8)
4 (5.2)*

47 (64.4)
13 (17.8)
13 (17.8)%**

10 (13.0)
9 (11.7)
37 (48.1)
4 (5.2)
12 (15.6)
5 (6.5)

o oo o 0o
NG NG IS IS

57 (74.0)
11 (14.3)%*

246 27.6
241 284
236 273
25 27.6
249 275
21.3 247

* data cannot be retrieved; ** remaining patients did not undergo lymph node resection; *** specimens with

impaired staging; **** patients lost to follow-up or transferred to another center during the study.

IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS

Immunopositivity for RA and CRABP2 was observed in the three histological

components of nephroblastoma (blastema, stroma, and epithelium) in both the cytoplasm

and nucleus of cancer cells of 93.3% and 43.2% of the samples, respectively. Cytoplasmic

and nuclear positivity for CRABP2 were present in 100% and 56% of the samples,

respectively. A total of 94.7% of the cases were positive for RA in both the nucleus and the

cytoplasm. The total Allred score ranged from 3 to 7 for both markers, with a median of 6 for

RA and 5 for CRABP2 (Figure 1).
The results obtained by quantitative analysis of RA and CRABP2

nephroblastoma samples showed median values of 24.2% per HMF (6.3%-40.3%) and
26.3% per HMF (4.2%-40.4%), respectively (Table 1).

in the
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The immunoexpression of RA and CRABP2 was also observed in samples from the
renal parenchyma. Glomeruli and renal tubules expressed RA and CRABP2 both in the
nucleus and cytoplasm. The medians of the total Allred score obtained for these samples
were 6 for RA and 5 for CRABP2 (Figure 1).

N L y Wy RLHo2

Figure 1. Immunohistoche expression of RA and CRABP2 in nephroblastoma samples. RA
immunoexpression: A, blastema; B, epithelium; C, stroma; CRABP2 immunoexpression: D, blastema; E,
epithelium; F, stroma (20x).

PROGNOSTIC IMPORTANCE

The results obtained through quantitative and semiquantitative analyses were
compared to clinical and pathological prognostic factors such as histological type, staging,
risk group, presence of metastasis, anaplasia, clinical evolution, nodal involvement, and pre-
surgical chemotherapy.

According the morphometric analysis, the protein expression of RA was increased in
patients with metastasis (p=0.0247) and in those who underwent pre-surgical chemotherapy
(p=0.0330) (Figure 2).

The total Allred scores for CRABP2 were increased in patients with metastasis
(p=0.0128) (Figure 2).
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Figure 2. A, Quantitative analysis of RA immunoexpression as a function of the presence of metastasis. The
box-plot shows the quantitative analysis of RA immunoexpression according to the presence of metastasis,
which represents RA immunoexpression in nephroblastomas with and without metastasis. Increased
immunopositivity was observed in patients with metastasis (p= 0.0247). B and C, Immunohistochemical
expression of RA in nephroblastoma without (B) and with metastasis (C) (63x). D, Quantitative analysis of RA
immunoexpression as a function of the initial treatment. The box-plot shows the quantitative analysis of RA
immunoexpression according to the type of initial treatment, which represents RA immunoexpression in
samples of nephroblastomas from patients subjected to pre-surgical chemotherapy and those who underwent
surgery as initial treatment (p= 0.0330). E and F, Immunohistochemical expression of RA in nephroblastoma
submitted to surgery (E) and pre-surgical chemotherapy (F) (63x). G, Semiquantitative analysis of CRABP2
immunoexpression as a function of the presence of metastasis. The box-plot shows the quantitative analysis of
CRABP2 immunoexpression according to the presence of metastasis, which represents CRABP2
immunoexpression in nephroblastomas with and without metastasis. Increased immunopositivity was observed
in patients with metastasis (p= 0.0128). H and |, Immunohistochemical expression of CRABP2 in
nephroblastoma without (H) and with metastasis (I) (63x).

No significant correlation was found between RA and CRABPZ2 immunopositivity and
the clinical evolution, staging, anaplasia, nodal involvement, risk group, and histological type
(p>0.05).
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DISCUSSION

The present work is the first report of the evaluation of immunoexpression of RA and
CRABP2 as potential biomarkers and therapeutic targets in tissue samples of
nephroblastomas.

The essential functions of RA in biological processes, such as differentiation,
proliferation, and apoptosis, have prompted the evaluation of this protein, which was not
previously reported in nephroblastomas [8]. The actions of RA depend on intracellular
proteins, such as CRABP2, that maintain an adequate RA metabolism by increasing its
availability and transporting it to the nucleus [10,13,20].

Upregulation of CRABP2 has been reported in the blastema of nephroblastomas when
investigating genes related to nephrogenesis. Nuclear negativity of CRABP2 has been
described in 5.31% and cytoplasmic negativity in 6.48% of blastema samples [2]. However, in
the samples studied here, which incorporate the three histological components of
nephroblastoma (blastema, epithelium, and stroma), we observed cytoplasmic and nuclear
positivity in 100% and 56% of the samples, respectively. The immunoexpression of RA and
CRABP2 was not restricted to a specific histological type or histological component. Areas of
rhabdomyoblastic differentiation and anaplastic nephroblastomas expressed both markers.

Gupta et al. described the overexpression of CRABP2 in nephroblastoma samples
with favorable histology, with greater expression in advanced cancer stages (stage IIl/IV).
The findings of these authors indicate the role of CRABP2 in cell migration and invasion in
nephroblastomas [16]. When comparing the clinical-pathological prognostic factors to the
values obtained in the quantitative and semiquantitative analyses, we observed greater
expression of RA and CRABP2 in patients with metastasis.

Among our samples, protein expression of RA was increased in samples from patients
undergoing pre-surgical chemotherapy. Increased expression of genes of the RA pathway
has been described by other authors in nephroblastomas treated with pre-surgical
chemotherapy compared to those of patients undergoing surgery as the initial treatment [7].
This phenomenon may be associated with tissue damage and the inflammatory process
caused by chemotherapy, which induce increased expression of the RA signaling pathway
[21].

In summary, the immunoexpression of RA and CRABP2 was increased in samples

from patients with metastatic disease and those subjected to pre-surgical chemotherapy.
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CONCLUSIONS

In conclusion, the semiquantitative and quantitative analysis of the RA and CRABP2
markers indicates a role of these proteins as potential biomarkers of tumor progression and
their participation in nephroblastoma tumorigenesis. Complementary studies are needed to

better understand the mechanisms involved.

LIST OF ABBREVIATIONS

CRABP2 — cellular retinoic acid binding protein 2
DAB - diaminobenzidine

HMF - half-magnification field

RA — retinoic acid

TIFF — tagged image file format

TMA — tissue microarrays
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5 CONCLUSAO

3.a

3.b

3.c

3.d

3.e

3.f

3.0

Os trés componentes histolégicos do nefroblastoma (blastema, epitélio e
estroma) imunoexpressaram AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB
p105/50, TRAP1 e TWEAK.

A imunoexpressdo de AR, CRABP2, NFkB p100/52 e NFkB p105/50 foi
encontrada no ndcleo e citoplasma das células cancerosas do
nefroblastoma. A imunoexpressao de TRAP1 e TWEAK foi encontrada no
citoplasma das células cancerosas do nefroblastoma.

A imunoexpressdao de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com o escore total de Allred ndo se associou
com a evolucao clinica dos pacientes.

A imunoexpressao de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com o escore total de Allred néo se associou
com o estadiamento.

A imunoexpressao de NFkB p105/50, TRAP1 e TWEAK de acordo com o
escore total de Allred apresentou significAncia estatistica com relacédo ao
tipo histolégico, sendo que nefroblastomas blastematosos apresentaram
menor escore total de Allred quando compardos ao demais tipos
histolégicos (p = 0,046, p = 0,003 e p = 0,026, respectivamente).

A imunoexpressdo de CRABP2 de acordo com o escore total de Allred
apresentou significancia estatistica com relacdo a presenca de metastase,
sendo mais positiva em pacientes com doencga metastética (p= 0,012).

A imunoexpressdo de TRAP1 de acordo com o escore total de Allred
apresentou significAncia estatistica com relacédo a presenca de anaplasia,
sendo mais positiva em nefroblastomas com anaplasia (p= 0,005).

A imunoexpressdo de TRAP1 de acordo com o escore total de Allred
apresentou significancia estatistica com relacdo ao grupo de risco, sendo
mais positiva em nefroblastomas de alto risco (p= 0,015).

A imunoexpressdao de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com o escore total de Allred ndo se associou

com o0 comprometimento nodal.
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3.h A imunoexpressdo de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com o escore total de Allred néo se associou
com o tratamento inicial.

4.a A imunoexpressdo de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com a anélise morfométrica ndo se associou
com a evolucao clinica dos pacientes.

4.b A imunoexpressdo de NFkB p105/50 de acordo com a analise
morfométrica apresentou significancia estatistica com relacao ao estadio,
sendo mais positiva nos estadios | e Il quando comparados ao estadio Ill
(p=0,041).

4.c A imunoexpressdo de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com a analise morfométrica ndo se associou
com os tipos histologicos de nefroblastoma.

4.d A imunoexpressdo de AR e TWEAK de acordo com a anélise morfométrica
apresentou significancia estatistica com relacéo a presenca de metastase,
sendo mais expressa em nefroblastomas com metastase (p= 0,024 e p=
0,004, respectivamente).

4.e A imunoexpressao de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com a anélise morfométrica ndo se associou
com a presenca de anaplasia.

4.f A imunoexpressdo de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com a anélise morfométrica ndo se associou
com os grupos de risco do nefroblastoma.

4.9 A imunoexpressdo de AR, CRABP2, NFkB p100/52, NFkB p105/50,
TRAP1 e TWEAK de acordo com a analise morfométrica ndo se associou
com o comprometimento nodal.

4.h A imunoexpressdo de AR de acordo com a analise morfométrica
apresentou significancia estatistica com relacdo ao tratamento inicial,
sendo maior em nefroblastomas submetidos a quimioterapia pré-cirdrgica
(p= 0,033). A imunoexpressdao de TRAP1 de acordo com a analise
morfométrica apresentou significancia estatistica com relacdo ao
tratamento inicial, sendo maior em nefroblastomas submetidos primeiro a

cirurgia (p= 0,036).
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Recomendacdes:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais sobre 0 andamento da pesquisa,
bem como informacgdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICACAO.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto encontra-se de acordo com a legislagéo vigente. A dispensa do TCLE é justificada. Nao vemos
empecilho para a continuidade do projeto. O Hospital das Clinicas ja teve acesso a versao anterior do
parecer deste comité de ética e concordou, como co¢ participante, com a continuidade da pesquisa.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

- E obrigatdrio retirar na secretaria do CEP/SD uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constard data de aprovacao por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma cépia ficard com o participante da
pesquisa (Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS).

Endereco: Rua Padre Camargo, 280

Bairro: 22 andar CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-7259 E-mail: cometica.saude@ufpr.br
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Continuagéo do Parecer: 308.931

CURITIBA, 19 de Junho de 2013

Assinador por:
Claudia Seely Rocco

(Coordenador)
Endereco: Rua Padre Camargo, 280
Bairro: 22 andar CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-7259 E-mail: cometica.saude@ufpr.br
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ANEXO 2 - PARECER DO COMITE DE ETICA DA LIGA PARANAENSE DE
COMBATE AO CANCER



LIGA PARANAENSE DE
COMBATE AO CANCER

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressao de mTor, CRABP2 e NF-kappaB em tumores de Wilms.

Pesquisador: Ana Paula Percicote
Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 16727213.0.0000.0098

Instituicdo Proponente: Hospital Erasto Gaertner

Patrocinador Principal: Programa de Pds Graduagédo de Microbiplogia, Parasitologia e Patologia

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 342.729
Data da Relatoria: 21/05/2013

Apresentacédo do Projeto:
aceito

Objetivo da Pesquisa:

aceito

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
aceito

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:

aceito

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

aceito

Recomendagdes:
aceito

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

aceito

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Endereco: Rua Dr. Ovande do Amaral 201
Bairro: Jardim das Américas

UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3218-0324

CEP: 81.520-060

E-mail:

cep@lpcc.org.br

Plataforma
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LIGA PARANAENSE DE Plataforma
COMBATE AO CANCER %

Continuagdo do Parecer: 342.729
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Curitiba, 28 de Maio de 2013.
Ana Paula Percicote
Pesquisador Responsavel
Prezado (a) Pesquisador,

Gostariamos de informar que o projeto de pesquisa intitulado como: ¢ Expressdo de mTor, CRABP2 e NF-
kappaB em tumores de Wilms.¢, cujo nimero de protocolo é P.P. n® 2269 e tem como pesquisador
responsavel V. Sa. Foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa e ficou APROVADO

Sem mais para o momento, agradecemos a atencao e colocamo-nos a disposi¢cdo para maiores
esclarecimentos.

Atenciosamente,

Endereco: Rua Dr. Ovande do Amaral 201

Bairro: Jardim das Américas CEP: 81.520-060
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3218-0324 E-mail: cep@lpcc.org.br
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COMBATE AO CANCER %

Continuagdo do Parecer: 342.729

Coordenador do CEP
Dr. Jordan Zanetti Silva

CURITIBA, 29 de Julho de 2013

Assinador por:
Jordan Zanetti Silva

(Coordenador)
Endereco: Rua Dr. Ovande do Amaral 201
Bairro: Jardim das Américas CEP: 81.520-060
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3218-0324 E-mail: cep@lpcc.org.br
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ANEXO 3 - PARECER DO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL DE CRIANCAS
CESAR PERNETTA E HOSPITAL PEQUENO PRINCIPE



HOSPITAL DE CRIANGAS
CESAR PERNETTA E W - 2
HOSPITAL PEQUENO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressao imunoistoquimica em tumores de Wilms.

Pesquisador: Ana Paula Percicote

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 16728513.1.0000.0097

Instituicdo Proponente: ASSOCIACAO HOSPITALAR DE PROT INFANCIA DR RAUL CARNEIRO
Patrocinador Principal: Programa de Pds Graduagédo de Microbiplogia, Parasitologia e Patologia

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 346.763
Data da Relatoria: 01/08/2013

Apresentacédo do Projeto:
Expressao de mTor, CRABP2 e NF-kappaB em tumores de Wilms.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a expressao imunoistoquimica tecidual da m-Tor, CRABP2, NF-kappaB-p65, NF-kappaB-p50 e IKK
em amostras parafinadas de tumores de

Wilms através da técnica de imunoistoquimica, correlacionando-a com a evolugao clinica dos pacientes e
com as variaveis clinico-patoldgicas do

estudo.

Objetivo Secundario:

1. Avaliar a expresséo imunoistoquimica da m-Tor, CRABP2, NF-kappaB-p65, NF-kappaB-p50 e IKK em
amostras parafinadas de tumor de Wilms.2.

Avaliar se existe correlacdo entre a expressao imunoistoquimica de m-Tor, CRABP2, NF-kappaB-p65,
NFkappaB-

p50 e IKK e a evolucéo clinica

Endereco: Rua Desembargador Motta, n°® 1070

Bairro: Agua Verde CEP: 80.250-060
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41-)3310-1416 Fax: (41-)3310-1416 E-mail: comissao.etica.pesquisa@hpp.org.br
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HOSPITAL DE CRIANGAS
CESAR PERNETTA E W - 2
HOSPITAL PEQUENO

Continuagéo do Parecer: 346.763

dos pacientes e fatores progndsticos mais relevantes

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Nao ha riscos.

Beneficios:

A expressao destas proteinas nao é descrita na literatura em tumores de Wilms e estes marcadores estédo
associados a terapia alvo especifica que

poderiam se tornar alternativas para o tratamento de casos de recidiva e doenga metastatica.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Tumor de Wilms é a neoplasia renal mais frequiente na faixa etaria pediatrica e apesar do excelente
prognéstico alguns pacientes evoluem com

recidiva da neoplasia e reducdo da sobrevida (REINHARD et al., 2008). A organizacdo de grupos de estudo
sobre o tumor de Wilms tem como

principais objetivos compreender a patogénese do tumor, melhorar a sobrevida dos pacientes, reduzir
efeitos colaterais e recidivas, reduzir o impacto

psicossocial ao paciente e a sua familia e os custos do tratamento médico.

Trata-se, portanto, de um estudo que investiga uma patologia o tumor de Wilms - ou nefroblastoma que é a
neoplasia renal mais comum na faixa etaria pediatrica e corresponde a 5 a 7% dos canceres pediatricos e a
98% dos canceres renais em criancas -; que é relevante do ponto de vista epidemioldgico, merecendo ser
estudada por apontar a obtencao de benficios terapéuticos.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Os termos estéo adequados

Recomendacdes:

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pendéncia: no orcamento financeiro aparece custo de R$ 10.000,00. Detalhar a fonte de financiamento do
projeto.

Endereco: Rua Desembargador Motta, n°® 1070

Bairro: Agua Verde CEP: 80.250-060
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41-)3310-1416 Fax: (41-)3310-1416 E-mail: comissao.etica.pesquisa@hpp.org.br
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HOSPITAL DE CRIANGAS
CESAR PERNETTA E W - 2
HOSPITAL PEQUENO

Continuagéo do Parecer: 346.763

Resposta: O financiamento sera provido pela Universidade Federal do Parana e Laboratdrio de Patologia
Experimental da Pontificia Universidade Catdlica do

Parana. Ressaltando que os anticorpos, necessarios para a imunoistoquimica, descritos na pesquisa ja
foram comprados, testados e padronizados. Pendéncia atendida.

Situag&o do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Lembramos que conforme as normas da CONEP/MS o pesquisador devera enviar ao CEP relatorios

semestrais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do pesquisador em caso
de relevancia. Salientamos ainda a necessidade do envio do relatério final do estudo.

CURITIBA, 01 de Agosto de 2013

Assinador por:
NILTON KIESEL FILHO

(Coordenador)
Endereco: Rua Desembargador Motta, n°® 1070
Bairro: Agua Verde CEP: 80.250-060
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41-)3310-1416 Fax: (41-)3310-1416 E-mail: comissao.etica.pesquisa@hpp.org.br
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