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RESUMO

O presente estudo, intitulado “ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA EM CARCINOMAS DE
CELULAS RENAIS: ESTUDO DA PROTEINA PD-L1” foi realizado pelo académico Luigi
Marcos Bigolin, estudante do curso de medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS) — campus Passo Fundo, sob a orientacdo da Professora Mestra Daniela Augustin
Silveira e coorientacdo da Professora Doutora Jossimara Polettini. E requisito parcial para a
obtencdo de titulo de médico na UFFS e esta de acordo com as normas do Manual de Trabalhos
Académicos da UFFS, 2° edicgéo, revisado e atualizado em 2015 e com o Regulamento de TC
do Curso. Este volume é composto por trés capitulos: Projeto de pesquisa, Relatério de pesquisa
e Artigo cientifico. O primeiro consiste no projeto de pesquisa, desenvolvido no Componente
Curricular Trabalho de Curso I, no primeiro semestre letivo de 2020. O Relatério da pesquisa
se apresenta no segundo capitulo, desenvolvido durante o0 Componente Curricular Trabalho de
Curso 11, no segundo semestre letivo de 2020. O terceiro capitulo, formulado no primeiro
semestre letivo de 2021, traz o Artigo Cientifico, elaborado a partir da analise dos dados
obtidos. O proposito desde estudo foi analisar a presenca de alteracbes moleculares por meio
de imuno-histoquimica da proteina PD-L1 em carcinomas de células renais e relaciona-las com
determinadas variaveis, obtidas a partir de prontuarios de pacientes com carcinoma de células

renais que foram submetidos a nefrectomia ou bidpsia renal.

Palavras Chave: Carcinoma de Células Renais. Nefrectomia. Imuno-Histoquimica. Ligante 1

de Morte Celular Programada 1.



ABSTRACT
The present study, entitled "IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS IN RENAL CELL
CARCINOMAS: PD-L1 PROTEIN STUDY" will be carried out by the academic Luigi Marcos
Bigolin, a medical student at the Federal University of the Southern Frontier (UFFS) — Passo
Fundo campus, under the guidance of Master Professor Daniela Augustin Silveira and co-
orientation of Doctor Professor Jossimara Polettini. It is a partial requirement for obtaining the
medical degree at UFFS and is in accordance with the Manual of Academic Papers of UFFS
standards, 2nd edition, revised and updated in 2015 and with the Course TC Regulations. This
volume consists of three chapters: Research Project, Research Report and Scientific Article.
The first consists of the research project, developed in The Curricular Component Course Work
I, in the first academic semester of 2020. The Research Report is presented in the second
chapter, developed during the Curricular Component Course Work 11, in the second academic
semester of 2020. The third chapter, formulated in the first academic semester of 2021, brings
the Scientific Article, elaborated from the analysis of the obtained data. The study purpose was
to analyze the presence of PD-L1 by immunohistochemistry in renal cell carcinomas and to
relate them to certain variables, collected from medical records of patients with renal cell

carcinoma who underwent nephrectomy or renal biopsy.

Keywords: Carcinoma Renal Cell. Nephrectomy. Immunohistochemistry. Programmed Cell
Death 1 Ligand 1.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) (2019),
no Brasil, estima-se que a incidéncia de neoplasias renais malignas seja em torno de 7 a 10
casos para cada 100 mil habitantes. O carcinoma de células renais (CCR) é a neoplasia do rim
gue mais frequentemente acomete a populacdo, sendo que o Carcinoma Renal de Células Claras
(CRCC), um dos varios subtipos do CCR, compreende aproximadamente 75% dos casos.

O CCR trata-se de uma doenga que em um primeiro momento passa despercebida pelo
seu carater assintomatico, sendo na maioria das vezes descoberta incidentalmente em exames
de imagem, realizados por razdes uroldgicas ou ndo. Apesar de transparecer um carater menos
agressivo, estima-se que cerca de 40% dos pacientes portadores de CCR venham a 6bito devido
a progressdo da doenca, tornando esta a lesdo maligna urologica mais letal (MUGLIA,;
PRANDO, 2015).

Em um estudo de avaliacdo de fatores prognosticos em carcinomas renais, Freitas,
Hartmann e Freitas (2014) observaram que marcadores moleculares, dentre eles o Ligante de
Morte Programada 1 (PD-L1) sdo promissores para uma maior acuracia no prognostico de
pacientes portadores de carcinoma de células renais. Ainda, nesse mesmo estudo, 0 marcador
PD-L1 mostrou importante associacdo com a presenca de necrose tumoral, um indicador de
agressividade da neoplasia.

Em um estudo de revisdo, conduzido por Alvez e Guedes (2016), achados sugerem
importantes relacdes entre 0 uso de anticorpos anti- proteina de morte celular programada 1
(anti-PD-1) e anti-PD-L1 e respostas significativas no tratamento de tumores, mesmo que
limitado a fraces de pacientes.

Desenvolver uma melhor acurécia no progndstico do CCR faz-se necessario, uma vez
que, a partir deste se estabelece o tratamento e 0 manejo do paciente. Ao caracterizar o perfil
da neoplasia, pode-se estimar seu potencial, 0 que acaba por interferir na qualidade de vida do
paciente assim como em sua sobrevida. Além disso, observar e definir o qudo efetiva a
imunoterapia anti-PD-L1 se faz no CCR possibilita uma precisdo maior no prognostico assim
como o fornecimento de evidéncias que contribuam para uma melhor definicdo e
aperfeicoamento no tratamento desses pacientes. Dessa forma, o presente estudo pode
estabelecer se os achados clinico-patologicos e a expressao do PD-L1 influenciam no desfecho
dos pacientes.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 PROJETO DE PESQUISA

2.1.1 Resumo

De carater observacional, transversal, descritivo e analitico, o presente estudo visa avaliar o
padrdo de expressdo do PD-L1 em pacientes diagnosticados com carcinoma de células renais,
submetidos a nefrectomia. Para tanto, neste estudo, serdo avaliadas amostras de pacientes
submetidos a nefrectomia radical, nefrectomia parcial ou bidpsia renal por neoplasia, no periodo
de janeiro de 2000 até dezembro de 2015, cujos procedimentos cirtrgicos foram realizados no
Hospital Sdo Vicente de Paulo (HSVP), Passo Fundo — RS e as analises anatomopatolégicas
dos tumores foram realizadas no laboratério de Patologia do mesmo hospital. Apoés um
levantamento dos casos que sera realizado no Servico de registro de Cancer do HSVP, no
periodo preé-determinado, faremos a busca das amostras do tumor emblocadas em parafina e
acondicionadas no arquivo do Laboratorio de Patologia. Cada caso selecionado sera, entéo
numerado e encaminhado para a realizagdo da reacdo imuno-histoquimica para a proteina PD-
L1. A determinacdo da expressdo tumoral da PD-L1 serd contabilizada nas laminas pelo
académico e por sua orientadora (duplo cego) considerando-se a reacdo positiva quando houver
coloracdo marrom de membrana plasmatica, ou seja, expressao da proteina PD-L1, com a
visualizacdo de 5 campos de maior aumento (400x) na regido do tumor, com a contagem de 100
células em cada campo, fazendo-se um somatorio de células coradas, com resultado final em
valor percentual. Os dados dos pacientes serdo coletados a partir de prontuério eletrénico do
hospital ao qual o laboratdrio pertence e a partir dos laudos anatomopatoldgicos no laboratorio
citado. Apds a andlise imuno-histoquimica ser concluida, os resultados serdo relacionados as
varidveis sexo, idade do paciente, presenca ou auséncia de tabagismo, hipertensdo arterial,
obesidade, subtipo histologico do tumor, estadiamento tumoral, grau nuclear de Fuhrman e
sobrevida dos pacientes. Ao relacionar a expressao da proteina PD-L1 a essas caracteristicas,
sera verificado se a mesma se associa aquelas que, de acordo com a literatura revisada, sdo
indicativas de pior progndstico. Se a hipotese for confirmada, o estudo contribuira para que a
expressao da proteina PD-L1 seja utilizada futuramente para compor o perfil das neoplasias,
auxiliando na acuracia do prognéstico, o que resulta em uma conduta terapéutica mais
adequada, podendo reforcar o importante papel da imunoterapia em casos de carcinomas
positivos para PD-L1.

Palavras Chave: Carcinoma de Células Renais. Nefrectomia. Imuno-Histoquimica. Ligante de

Receptor de Morte Celular Programada 1.
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2.1.2 Tema

Anélise imuno-histoquimica da proteina PD-L1 e caracteristicas anatomopatologicas de
Carcinomas de Células Renais.

2.1.3 Problemas

E possivel estabelecer, através de marcadores moleculares de imuno-histoquimica, a
relacdo entre a expressao da proteina PD-L1 (B7-H1) e as caracteristicas clinico-patologicas de
pacientes com carcinomas de células renais?

A agressividade tumoral e por consequéncia o progndstico do paciente podem estar
relacionados com a expressdo da proteina PD-L1 pelos carcinomas de células renais?

Pacientes portadores de carcinomas de células renais com expressao da proteina PD-L1
tiveram um maior beneficio ao utilizar o tratamento imunoterapico anti-PD-L1 do que o0s que

ndo o utilizaram?

2.1.4 Hipoteses

A expressdo da proteina PD-L1 se relaciona com as caracteristicas clinico-patolégicas
de pacientes com carcinomas de células renais.

A presenca da proteina PD-L1 na neoplasia estd relacionada com uma maior
agressividade tumoral e pior prognéstico para o paciente.

Pacientes com neoplasias positivas para a proteina PD-L1 e que receberam tratamento

imunoterapico tem um melhor progndstico.

2.1.5 Objetivos
2.1.5.1 Objetivo Geral
Avaliar a expresséo da proteina PD-L1 em carcinomas de células renais e relaciona-la

com dados clinico-patoldgicos obtidos atraveés de prontudrios.

2.1.5.2 Obijetivos Especificos

Investigar a expressdo da proteina PD-L1 em carcinomas de células renais, e relaciona-
la com caracteristicas clinico-patologicas, avaliando se esta associada a maior agressividade
tumoral e pior prognostico para o paciente.

Analisar se imunoterapia em carcinomas de células renais com expressao da proteina

PD-L1 esta associada a um melhor desfecho para o paciente.
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2.1.6 Justificativa

O carcinoma de células renais é a neoplasia renal mais comum, sendo responsavel por
cerca de 2 a 3% de todas as neoplasias malignas em adultos. Apresenta uma incidéncia mundial
de cerca de 209.000 casos por ano com uma mortalidade alta, de aproximadamente 102.000
casos por ano.

De maneira geral, 0 CCR é uma neoplasia indolente, que habitualmente apresenta um
diagnostico tardio, ja em estagios avancados da doenca. Somado a isso, determinadas proteinas
que influenciam na resposta imune contra o tumor, como a PD-L1, sdo expressas, dificultando
0 manejo e a resposta ao tratamento.

Relacionar a presenca da proteina PD-L1 a evolucdo e desfechos da doenca, possibilita
um melhor conhecimento acerca do comportamento da neoplasia e a resposta imune
desencadeada, de modo que um diagnostico e identificacdo de neoplasias positivas para PD-L1
possam ser feitas e tratamentos mais especificos possam ser recomendados.

Atualmente, sdo poucos os estudos brasileiros relacionando a expressdo de PD-L1 a
dados anatomopatologicos, clinicos, prognosticos e de tratamento em pacientes com carcinoma
de células renais. Ao concluir-se o estudo, os servicos de salde da regido na qual o estudo foi
desenvolvido poderdo se utilizar dos resultados para o aprimoramento de condutas e manejo de

pacientes, influenciando diretamente no prognoéstico e desfecho destes pacientes.

2.1.7 Referencial tedrico
2.1.7.1 Carcinomas Renais

As neoplasias sdo definidas como um distarbio de crescimento celular, resultante de
mutacdes adquiridas que afetam uma Unica célula e sua progénie clonal. Essas mutacfes
proporcionam vantagens de crescimento e sobrevivéncia para as células, ocasionando uma
proliferacdo desmedida e autdbnoma, que independe de sinais fisioldgicos de crescimento. As
neoplasias malignas tendem a ser mais agressivas, podendo invadir e destruir tecidos adjacentes
e apresentar disseminacdo metastatica. Neoplasias malignas que apresentam origem epitelial,
sdo denominadas Carcinomas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

O Carcinoma Renal é, portanto, uma neoplasia maligna com origem no epitélio renal.
Contudo, esta neoplasia ndo se trata de uma entidade Unica, mas sim um conjunto de diferentes
tipos de tumores, com diversas origens epiteliais dentro do rim, apresentando caracteristicas
histolégicas proprias, causadas por diferentes mutacBes genéticas. Esse conjunto de
peculiaridades implica em uma evolucéo clinica singular, com respostas diferentes as variadas
formas de terapia (LINEHAN et al., 2004).
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Dentre as neoplasias renais malignas, o carcinoma de células renais (CCR) apresenta-se
como o tipo mais prevalente, correspondendo a cerca de 1 a 3% de todas as neoplasias malignas
viscerais. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2004 e a Sociedade Internacional de
Uropatologia em 2013 aperfeicoaram a classificacdo de subtipos do CCR, dividindo-o de
acordo com sua histologia e citogenética. Os subtipos de CCR sdo: Carcinoma de células Claras
(CRCC), Carcinoma de Células Renais Papilar , Carcinoma de Células Renais Cromd6fobo
(CCRCR), Carcinoma dos Ductos Coletores, Carcinoma de Celulas Renais Cistico
Multilocular, Carcinoma de Ceélulas Renais Variante Medular, Carcinoma de Células Renais
Variante Tubulomucinoso e de Células Fusiformes, Carcinoma de Células Renais associado a
translocacdo Xpll e Carcinoma de Células Renais Associado a Neuroblastoma (MUGLIA;
PRANDO, 2015).

2.1.7.2 Carcinomas de Células Renais
2.1.7.2.1 Carcinoma Renal de Células Claras

E o subtipo mais comum de CCR, representando cerca de 75 a 85% dos CCRs, podendo
ocorrer esporadicamente (95% dos casos) ou por predisposicao hereditaria (KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2016).

De origem no tubulo contorcido proximal do néfron renal, suas caracteristicas
macroscopicas sdo de um tumor esférico branco-cinza-amarelado, que distorce o contorno
renal, podendo apresentar achados como hemorragia, necrose, fibrose e alteracdes cisticas.
Microscopicamente exibe células neoplasicas com citoplasma amplo e claro ou granular, rico
em lipideos e glicogénio, tendo o padrdo de crescimento variando ente sélido, trabecular ou
tubular. Frequentemente apresentam uma rede de pequenos vasos sanguineos de paredes finas
(GRIGNON et al., 2004).

O CRCC apresenta como mutagdo genética mais frequente uma delegdo no cromossomo
3p, onde se localiza o gene Von Hippel-Lindau (VHL) — 3p25.3, um gene supressor de tumor,
que tem por finalidade codificar uma proteina ubiquitina ligase, que tem como principal alvo
para a degradacéo o Fator Induzivel por Hipoxia-1 (HIF-1). Quando ocorre tal delecdo, os niveis
de HIF-1 permanecem elevados, promovendo uma expressao inadequada de genes que Sao
ligados pelo HIF-1, como 0s genes que estimulam o crescimento celular, como fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), e genes que estimulam a angiogénese, como o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), além de contribuir de outras formas para a
proliferacdo celular (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).
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Ainda, como alteracdo genética para além da delecdo do gene VHL, o CRCC também
pode apresentar mutacGes nos genes PBRM1, BAP1, inativacdo em genes modificadores
histonas, e mutacGes em genes que controlam a divisao celular, como os da Familia Ras e o
gene p53 (ATKINS; CHOUEIRI, 2020).
2.1.7.2.2 Carcinoma Renal Papilar (Papilifero)

E o0 segundo subtipo de CCR mais frequente, correspondendo a cerca de 20% de massas
renais menores de quatro centimetros detectadas em exames de imagem (PIERORAZIO;
CAMPBELL, 2020).

Conforme Atkins e Choueiri (2020), este subtipo de CCR tem origem no tubulo
contorcido proximal do néfron renal, assim como o subtipo CRCC, contudo, esses tumores séo
malignidades que se distinguem pela sua morfologia e genética. De carater tanto familiar quanto
esporadico, o CCR Papilar apresenta como caracteristicas macroscopicas multifocalidade,
pseudocapsula, frequentes areas de hemorragia, necrose e degeneracgao cistica, ao mesmo tempo
que microscopicamente apresenta células epiteliais formando diferentes proporcdes de papilas
e tubulos, existindo algumas diferencas entre suas duas variantes morfolégicas (DELAHUNT;
EBLE, 2004).

A Variante 1 (CCR Papilar tipo 1), apresenta células basofilas dispostas em uma Unica
camada, com citoplasma claro e nucleo baséfilo, nas quais, as alteracbes genéticas mais
frequentemente encontradas sdo mutacdes nos protooncogenes TEM e MET, geralmente
associados a casos de trissomia do cromossomo 7 (DELAHUNT; EBLE, 2004; ATKINS;
CHOUEIRI, 2020).

A Variante 2 (CCR Papilar tipo 2), tem por caracteristica a presenca de células com
citoplasma eosinofilico e granular, com nucléolos proeminentes, nas quais as alteracdes
genéticas encontradas com maior frequéncia sdo mutagdes genéticas esporadicas, como
delecbes, ou mutagdes na linha do gene Fumarato Hidratase, que estd associado a
leiomiomatose hereditaria e cancer de células renais (DELAHUNT; EBLE, 2004; CHOUEIRI;
PAL, 2020).

2.1.7.2.3 Carcinoma Renal Cromofobo

Compreendendo cerca de 5% dos casos de todas as neoplasias epiteliais malignas, este
subtipo de CCR tem como origem as células intercaladas do sistema coletor renal, assim como
0 Oncocitoma (MUGLIA; PRANDO, 2015).

Macroscopicamente apresenta-se como uma massa sélida circunscrita, levemente

lobulada, com a superficie de corte exibindo tons homogéneos que variam de marrom a
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marrom-claro quando a amostra ainda ndo estd fixada em formalina. Microscopicamente é
caracterizado por grandes células poligonais, de citoplasma transparente levemente reticulado,
com membranas celulares proeminentes, geralmente misturadas a células menores de
citoplasma eosinofilico granular. Ainda, as células neoplasicas detém um nucleo irregular, por
vezes, duplicado, com o nucléolo geralmente pequeno. Uma caracteristica importante do
CCRCR é apresenca de um halo perinuclear. A variante eosinofilica desta neoplasia € composta
puramente por células eosinofilicas com proeminentes membranas celulares (STORKEL;
MARTIGONI; VAN DEN BERG, 2004).

Quanto as alteracBes genéticas, este subtipo de CCR apresenta mdaltiplas perdas
cromossdmicas e uma importante hipoploidia (ATKINS; CHOUEIRI, 2020). Também pode ser
verificada a presenca de produtos do oncogene KIT, o que sugere que a superexpressao deste

gene pode estar envolvida no crescimento do subtipo Cromdéfobo (YAMAZAKI et al., 2003).

2.1.7.2.4 Carcinoma dos Ductos Coletores

Também denominado Tumor de Bellini, este subtipo de CCR tem origem nos Ductos
coletores localizados na Medula Renal, representa menos de 1% das neoplasias malignas do
rim e geralmente apresenta um progndéstico desfavoravel (MUGLIA; PRANDO, 2015;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Por ter origem nas piramides renais, geralmente apresenta localizacdo central no rim,
podendo as vezes crescer para a pelve renal. Na macroscopia revela-se como uma massa de
aparéncia cinza esbranquicada e bordas irregulares, podendo apresentar necrose e nodulos
satélites. Microscopicamente apresenta um padrdo de crescimento tubular ou tabulo-papilar,
no qual glandulas irregulares adentram ao parénquima renal, associadas a um estroma
desmopléasico. Ainda, pode exibir alteracdes microcisticas e padrdes sélidos semelhantes a
corddes. As células neoplasicas possuem um citoplasma eosinofilico com alto grau nuclear
(Fuhrman 3 e 4), mucina intracitoplasmatica e discreta quantidade de glicogénio podem ser
observadas (SRIGLEY; MOCH, 2004).

Quanto as alteraces genémicas, em um relato de 17 casos, os carcinomas dos ductos
coletores foram associados principalmente a alteragdes no gene NF2 (29%) (PAL et al., 2016),
ademais, ndo foram relacionados a um padrdo consistente de anormalidades genéticas
(ATKINS; CHOUEIRI, 2020).
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2.1.7.2.5 Carcinoma Renal Cistico Multilocular

Sendo uma variante do CCR, é considerado uma les&o infrequente, este subtipo de CCR
¢ totalmente composto por cistos, diferentemente da degeneracéo cistica dos demais CCRs,
onde cistos estdo presentes em meio as massas neoplasicas (MUGLIA; PRANDO, 2015).

Macroscopicamente consiste em uma tumoragao bem circunscrita de cistos de diversos
tamanhos, cheios de liquido seroso ou hemorrégico, separados do parénquima renal por uma
capsula fibrosa. Microscopicamente este tumor apresenta o revestimento cistico sendo feito por
apenas uma Unica camada de células planas, com citoplasma claro, de nlcleo denso e cromatina
condensada. Ainda, ao microscépio, alguns septos fibrosos revelam em seu interior
agrupamentos celulares, semelhantes a histiécitos e linfocitos, onde a vascularizagao encontra-
se aumentada (EBLE, 2004).

2.1.7.2.6 Carcinoma Renal Variante Medular

Este tipo de tumor, variante do carcinoma renal dos ductos coletores, possui um rapido
crescimento e esta ligado quase que exclusivamente a portadores de doenca falciforme
(ATKINS; CHOUEIRI, 2020).

Com origem no néfron distal, nas células de ductos coletores (MUGLIA; PRANDO,
2015), essa neoplasia apresenta-se macroscopicamente como uma massa mal circunscrita, de
origem central, possuindo, frequentemente abundante necrose e hemorragia (DAVIS, 2004).

Microscopicamente é caracterizado por pouca diferenciacdo, um padréo de crescimento
reticular, células eosinofilicas com nucleos claros e nucléolos proeminentes. Neutrofilos
geralmente estdo misturados a tumoracdo, enquanto linfécitos ficam as margens, junto ao
estroma edematoso ou colagenoso, o qual forma uma massa de numerosos tumores. Ainda,
goticulas de mucina e eritrécitos falciformes podem ser encontrados (DAVIS, 2004).

A base genética para as caracteristicas Unicas da Variante Medular ainda ndo €
totalmente elucidada, contudo, a perda de expressdo do fator de remodelacdo da cromatina
SMARCB1 parece ter importancia (LERMA et al., 2019).

2.1.7.2.7 Carcinoma de Células Renais variante Tubulomucinoso e de Células Fusiformes
Recentemente descrita, esta neoplasia tem origem no tabulo contorcido distal do néfron
e nos ductos coletores do rim. Trata-se de uma neoplasia polimorfica e de baixo grau
(MUGLIA; PRANDO, 2015).
Macroscopicamente sdo bem circunscritos, com superficie de corte uniforme, de

coloracdo acinzentada ou marrom claro. A histologia apresentam composi¢do por tubulos
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pequenos, alongados, cujas matrizes paralelas sdo formadas por células fusiformes, separadas
por um estroma péalido. Individualmente, as células neoplasicas apresentam um formato
fusiforme, oval ou cuboide, com caracteristicas nucleares de baixo grau. Outra caracteristica a
ser destacada € a presenca de manchas basofilicas no estroma mucinoso (SRIGLEY, 2004).
Geneticamente é caracterizada por diversas alteracdes cromossdémicas, incluindo perdas
que geralmente envolvem os cromossomos 1, 4, 6, 8, 9, 13, 14, 15 e 22 (RAKOQOZY et al., 2002).

2.1.7.2.8 Carcinoma de Células Renais associado a translocacdo Xpl1

Neste tipo raro de neoplasia, ocorrem varias translocagdes no I6cus Xp11.2, resultando
em fusdes de genes. As fusdes ocorrem entre o gene TFE3 e outros genes, como 0 ASPL e 0
PRCC (ATKINS; CHOUEIRI, 2020).

Macroscopicamente caracteriza-se por aparéncia amarelada, comumente apresentando
areas de necrose e hemorragia. A aparéncia microscopica é parecida com a de um carcinoma
de arquitetura papilar composto por células claras, contudo, com arquitetura mais agrupada. Os
carcinomas que apresentam a fusdo entre os genes ASLP e TFE3 tem por caracteristica células
neoplasicas de citoplasma volumoso, variando de claro a eosinofilico, cromatina e nucléolo
proeminentes, além de abundancia de corpos de psammoma. Os carcinomas resultantes da fusdo
entre os genes PRCC e TFE3 caracterizam-se por menor quantidade de corpos de psammoma,
citoplasma mais escasso e uma arquitetura mais compacta e aninhada (ARGANI; LADANY]I,
2004).

2.1.7.2.9 Carcinoma de Células Renais associado ao Neuroblastoma

Esta rara neoplasia é atualmente reconhecida como uma entidade distinta na
classificagdo de tumores renais da OMS. Estudos sugerem que esta condicdo se desenvolva
como uma consequéncia da exposicdo a radioterapia realizada como tratamento para
neuroblastoma em portatores na infancia, ou como resultado de predisposicdo genética
subjacente ao neuroblastoma (WILSON et al., 2013; FLEITZ et al., 2003).

Nos casos descritos, esta neoplasia ndo tem predilecdo por um rim especifico, e,
macroscopicamente apresenta-se como uma tumoragédo de cerca de 4 cm. Microscopicamente
exibe morfologia heterogénea. Em um primeiro grupo caracterizam-se 0s tumores com uma
arquitetura solida e papilar, havendo células neoplésicas de citoplasma eosinofilico abundante,
de leve a moderada atipia nuclear. Em um segundo grupo, h& tumores menores com detec¢ao
acidental de CRCC (MEDEIROS, 2004).
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Ainda segundo Medeiros (2004), a citogenética desta neoplasia mostra mdaltiplas

delecdes em loci cromossdmicos, frequentemente no cromossomo 20.

2.1.7.3 Epidemiologia

Segundo o INCA (2019), as estimativas de incidéncia de neoplasias renais malignas
para o Brasil para este ano, séo de 7 a 10 casos para cada 100 mil habitantes, ou seja, espera-se
que em 2020, cerca de 18 mil pessoas sejam acometidas por algum tipo de neoplasia renal
maligna.

O carcinoma de células renais é a neoplasia do rim que mais frequentemente acomete a
populagdo. Em 2018 estimou-se que mundialmente surgiram 403000 novos casos de CCR e
ocorreram aproximadamente 175000 mortes em consequéncia de neoplasias renais malignas.
O CCR tem uma prevaléncia duas vezes superior em homens, ocorre predominantemente na
sexta a oitava década de vida e atinge de maneira semelhante as diferentes etnias (ATKINS;
CHOUEIRI, 2020).

Conforme dados do National Cancer Institute (NIC) dos Estados Unidos da Ameérica
(EUA), quanto a extensdo da doenca, 65% dos pacientes diagnosticados com CCR apresentam
doenca limitada ao rim, 17% apresentam doenga com disseminagéo para linfonodos regionais
e cerca de 16% apresentam ja a doencga metastatica. Ainda, segundo dados do NIC dos EUA, o
tamanho dos tumores diagnosticados apresenta uma diminuicdo constante, provavelmente pelo
maior nimero de descobertas incidentais de tumores feitas pelo uso crescente de exames de
imagem.

Dentre os fatores de risco associados ao CCR estdo: tabagismo, hipertensao, obesidade,
doenca renal cistica adquirida, doenca renal cronica, exposi¢des ocupacionais a compostos
como cadmio e derivados de petréleo, ingestdo prolongada de analgésicos como acetaminofeno
e AAS, fatores genéticos predisponentes, exposi¢cdo & quimioterapia citotoxica, infeccéo
crénica pela hepatite C, doenca falciforme e litiase renal (ATKINS; CHOUEIRI, 2020).

Ainda segundo Atkins e Choueiri (2020), a Diabetes Mellitus tem sido associada a um
aumento modesto do risco de CCR, assim como alguns fatores clinicos. Outrossim,
sobreviventes de cancer infantil tem risco aumentado de desenvolvimento de CCR,
especialmente se o tratamento foi feito com radioterapia direcionada ao rim ou com cisplatina.
Por outro lado, a ingestdo leve a moderada de alcool demonstrou estar associada a um fator

protetor no risco de desenvolvimento de CCR.
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2.1.7.4 Diagnostico, Estadiamento e Prognostico

Os sinais e sintomas que ocorrem com maior frequéncia em portadores de CCR sdo:
hematuria, dor em flanco e massa abdominal palpavel, constituindo a triade classica do CCR.
Ainda, sintomas como perda de peso, varicoceles escrotais, anorexia, febre e sindromes
paraneoplésicas podem acometer o paciente. Contudo, a maioria dos pacientes ndo apresenta
sintomas até estagio avancado da doenca, quando ja& compromete estruturas adjacentes ou
orgdos distantes. Nos casos iniciais e assintomaticos, a descoberta da neoplasia ocorre
geralmente de maneira acidental, por exames de imagem (EBLE; TOGASHI; PISANI, 2004;
MUGLIA; PRANDO, 2015; ATKINS, 2018).

O diagndstico pode se dar por exames de imagem, nos quais seja possivel identificar
massas com caracteristicas especificas de malignidade e que preencham o0s critérios de
diagnostico. Além disso, para o diagndstico tecidual, a nefrectomia total ou parcial € utilizada
para a obtencéo de tecido, embora bidpsias possam ser realizadas para este fim (ATKINS, 2018;
PIERORAZIO; CAMPBELL, 2020).

Segundo as Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas do Carcinoma de Células Renais de
2014, o estadiamento da neoplasia € realizada seguindo-se o sistema TMN de Classificacdo de
Tumores Malignos (Quadro 1), a graduacdo histoldgica nuclear de Fuhrman (Quadro 2), além
de achados clinicos do paciente e exames laboratoriais (BRASIL. Ministério da Saude;
Secretaria de Atengdo a Saude, 2014).

Quadro 1: Estadiamento TNM para Carcinomas de Células Renais

TUMOR PRIMARIO (T)
Categoria T | Critérios T
TX O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Nenhuma evidéncia de tumor primario
T1 Tumor <7 cm na maior dimensao, limitado ao rim
Tla Tumor <4 cm na maior dimensao, limitado ao rim
T1b Tumor> 4 cm mas <7 ¢m na maior dimensao, limitado ao rim
T2 Tumor> 7 cm na maior dimenséo, limitado ao rim
T2a Tumor> 7 cm mas < 10 cm na maior dimensao, limitado ao rim
T2b Tumor> 10 cm, limitado ao rim
O tumor se estende para as principais veias ou tecidos perinefricos, mas ndo
T para a glandula adrenal ipsilateral e para além da fascia de Gerota
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O tumor se estende para a veia renal ou seus ramos segmentares, invade o

T3a sistema pélvico-ciliar, invade a gordura perirrenal e / ou do seio renal, mas
ndo além da fascia de Gerota
T3b O tumor se estende para a veia cava abaixo do diafragma
O tumor se estende para a veia cava acima do diafragma ou invade a parede
T3 da veia cava
T4 O tumor invade além da fascia de Gerota (incluindo extensao contigua na

glandula adrenal ipsilateral)

LINFONODOS REGIONAIS (N)

Categoria N | Critérios N

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastase de linfonodos regionais

N1 Metastase no (s) linfonodo (s) regional (ais)
METASTASE A DISTANCIA (M)

Categoria M | Critérios M

MO Sem metastase a distancia

M1 Metéstase a distancia

GRUPOS DE ESTADIO

Quando T é: | N é: M é: O estadio sera:
T1 NO MO I

T1 N1 MO "I

T2 NO MO I

T2 N1 MO "I

T3 NX, NO MO "I

T3 N1 MO "

T4 Qualquer N MO v
Qualquer T Qualquer N M1 v

FONTE: Adaptado de BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND (2017).

O sistema de estadiamento TNM (Tumor, Nodes, Metastases — em inglés) € usado para

organizar todas as variantes histologicas do CCR. Este sistema ¢ apoiado pelo Comité Conjunto

Americano de Cancer e pela Unido Internacional para o Controle do Cancer. Esses critérios se

utilizam da extensdo anatémica da doenca para definir grupos de estagios progndsticos. Nesse
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sistema, os tumores limitados ao rim séo classificados em T1 ou T2 com base no tamanho. Os
tumores T3 se estendem para a veia renal ou para os tecidos perinefricos, mas nao além da
fascia de Gerota, enquanto os tumores T4 se estendem para além da fascia de Gerota, incluindo
extensdo direta na glandula adrenal ipsilateral. As metastases para linfonodos e a distancia sdo
classificadas como ausentes ou presentes (ATKINS, 2018).

Enquanto o TNM se utiliza da extensdo anatdmica da doenca, a graduagéo proposta por
Fuhrman divide os tumores em alto ou baixo grau e é baseada em critérios que levam em conta
0 tamanho, a irregularidade e a proeminéncia dos ndcleos celulares. A classificacdo de Fuhrman
tem papel fundamental no progndstico dos pacientes com CCR (BRASIL. Ministério da Salde;
Secretaria de Atengdo a Salde, 2014).

Quadro 2: Graduacéo Histologica segundo Fuhrman

Grau | Ndcleo arredondado e uniforme, até 10 micrémetro de didmetro, nucléolo

invisivel ou pequeno.

Grau Il Nucleo levemente irregular, diametro de até 15 micrémetro de diametro, nucléolo

visivel e pequeno

Grau Il | NUcleo moderadamente irregular, didmetro de até 20 micrometro de diametro,

nucléolo grande

Grau IV | Nucleo irregular e pleomorfico, multilobular, cromatina agrupada e diametro

maior que 20 micrémetros de diametro

FONTE: Adaptado de BRASIL. Ministério da Salde; Secretaria de Atencdo A Satde (2014).

Para a avaliacdo progndstica de cada caso, as Diretrizes Diagndsticas e Terapéuticas do
Carcinoma de Células Renais de 2014 recomendam a adocéo de um de dois modelos propostos.
O primeiro foi desenvolvido na Universidade da Califérnia, em Los Angeles, o segundo é
denominado sistema de estadiamento integrad, este Gltimo, se utilizando do estadio TNM, do
grau histologico de Fuhrman e da capacidade funcional do paciente, tem validade externa para
a predicdo de sobrevida em pacientes portadores de CCR, independentemente da fase da
neoplasia (BRASIL. Ministério da Saude; Secretaria de Atencdo a Saude, 2014).

Por fim, alguns autores, dentre eles Vickers (2010) e Choueiri (2020), destacam a
importancia da utilizacdo de marcadores moleculares para a formulacdo de um melhor
prognostico. Choueiri (2020) traz como exemplos de marcadores potencialmente associados a
um pior prognostico os seguintes: expressao humana do homélogo B7 1 (B7H1/PD-L1) e 4



25

(B7H4), baixos niveis de anidrase carbbnica IX (CAIX), altos niveis do marcador de

proliferagéo Ki-67, entre outros.

2.1.7.5 Tratamento

Alguns pacientes que apresentem tumores renais, e que ndo apresentem elegibilidade
para o tratamento cirdrgico, podem ser acompanhados por vigilancia ativa até o ponto em que
0 tumor apresente alguma progressao radioldgica, a partir de entdo, pode ser indicado um
tratamento definitivo ou ablativo, como a crioterapia (BRASIL. Ministério da Saude; Secretaria
de Atencdo a Salde, 2014; ATKINS, 2020b).

Nos demais casos, a extensdo da doenca deve ser considerada. Pacientes que apresentam
a doenca localizada podem ser submetidos a cirurgia como tratamento definitivo, sendo na
maioria das vezes curativa. A abordagem cirdrgica pode consistir em nefrectomia parcial
(poupadora de néfrons) ou radical, sendo a primeira considerada preferencial quando possivel.
Contudo, acompanhamento pos-cirurgico deve ser feito e alguns farmacos, como o sunitinibe,
podem ser utilizados em pacientes especificos (ATKINS, 2020b; PIERORAZIO; CAMPBELL,
2020).

Pacientes que apresentam CCR avancado geralmente possuem metastases a distancia e
um maior grau de acometimento. Nesses casos terapia sistémica, cirurgia e radioterapia podem
ter um papel dependendo da extensdo da doenga. Além disso, a imunoterapia com anticorpos
monoclonais direcionados se tornou parte integrante do manejo do CCR. Geralmente a
imunoterapia esta baseada nas seguintes classes de farmacos utilizados: Inibidores programados
do ponto de verificacdo da PD-1 (nivolumabe e pembrolizumabe); Inibidores programados do
ponto de verificacdo do PD-L1 (avelumabe e atezolizumabe); Anticorpos anti-citotoxicos da
proteina 4 (CTLA-4) associados a linfocitos T (ipilimumab) e inibidores do VEGF (axitinibe ,
sunitinibe , pazopanibe e bevacizumabe) (ATKINS, 2020a; GEORGE; JONASCH, 2020).

2.1.7.6 A via da Proteina de Morte Programada (PD) e os tumores

As células T autorreativas que, eventualmente ndo sofrem apoptose no processo de
selecdo negativa, podem reconhecer autoantigenos nos tecidos e acabar por gerar uma resposta
auto-imune. Com o objetivo de evitar tal situacdo, o0 organismo possui pontos de controle,
através de vias de inibicdo, sendo elas CTLA-4 e da Proteina de Morte Celular Programada.
Essas vias de inibi¢do integram um importante mecanismo para a autotolerancia periférica,
contudo, também se apresentam como um meio de evasdo imune eficaz utilizado por células
tumorais (ALVES; GUEDES, 2016).
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A PD-1 é um receptor inibitério presente nas células T ativadas. Quando o PD-1 se liga
ao seu ligante, o PD-L1, encontrado em tecidos em eventos especificos, a capacidade da célula
T de produzir uma resposta imune eficaz € modulada negativamente (SOSMAN, 2020).

Os tecidos periféricos capazes de expressar PD-L1 constitutivamente ou apods a
exposicao a Interferon (IFN), compreendem tecidos hematopoiéticos e ndo-hematopoiéticos. A
expressdo de PD-L1 por diversos tumores ocorre por meio de mecanismo intrinseco, pelo
processo oncogénico ou pela inducgéo direta de células T ativadas ou pela liberagéo de citocinas,
como o IFN-gama, provenientes de células T ativadas (MORENO; RIBAS, 2015).

Tumores que apresentam expressdo de PD-L1, tém apresentado inibicdo da imunidade
tumoral especifica por células T, associacdo com o aumento da agressividade da neoplasia,
aumento da producdo de citocinas e diminuicdo da citotoxicidade de células T ativadas (IWAI
et al., 2002). Ainda, A interacdo PD-1: PD-L1 demonstrou inibir diretamente a apoptose da
célula tumoral, promover a exaustéo periférica das células efetoras T e promover a conversdo
de células efetoras T em células Treg (SHOUSHTARI; HELLMANN, 2020).

A utilizacdo de PD-L1 como marcador progndstico tem se mostrado util em pacientes
portadores de CCR. A presenca de PD-L1 na neoplasia é associada a um pior prognostico,
enquanto em outras neoplasias essa associacdo € controversa (ALVES; GUEDES, 2016;
PARDOLL, 2012).

Quanto ao seu valor no tratamento de neoplasias, os inibidores programados do ponto
de verificacdo da PD-1 (nivolumabe e pembrolizumabe) e os inibidores programados do ponto
de verificagdo do PD-L1 (avelumabe e atezolizumabe), se demonstraram eficientes em
pacientes portadores de CCR positivos para PD-L1, proporcionando uma sobrevida livre de
progressao a longo prazo maior que em pacientes portadores de CCR positivos para PD-L1 sem
uso desses inibidores. Além disso, seu uso como marcador para resposta a imunoterapia em
CCR tem sido documentado (SHOUSHTARI; HELLMANN, 2020; SOSMAN, 2020).

2.1.8 Metodologia
2.1.8.1 Tipo de estudo
Trata-se de um estudo quantitativo, observacional do tipo transversal descritivo e

analitico.

2.1.8.2 Local e periodo de realizacdo
O estudo sera realizado no Hospital Sdo Vicente de Paulo, Passo Fundo — RS, de

novembro de 2020 a agosto de 2021.



27

2.1.8.3 Populacéo e amostragem

A populacdo que servira de base para o estudo sera constituida de pacientes com
diagnostico anatomopatoldgico de carcinoma de células renais, que realizaram o procedimento
cirargico no HSVP e cujos laudos anatomopatoldgicos foram realizados no laboratério de
patologia do mesmo hospital no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2015. Sera feita uma
busca no arquivo do laboratério, da amostra do tecido tumoral arquivada em bloco de parafina,
para a realizacdo do estudo imuno-histoquimico. A amostra, ndo probabilistica, de

conveniéncia, incluira aproximadamente 200 pacientes.

Critérios de inclusdo: pacientes que realizaram procedimento cirdrgico (nefrectomia
radical, parcial ou bidpsia renal) no HSVP, devido a carcinoma de células renais, e com analise

anatomopatoldgica realizada no laboratério de Patologia do mesmo hospital.

Critérios de exclusdo: serdo excluidos do estudo casos dos quais 0s prontuarios ndo se
consiga acessar, ou, cujos prontuarios e laudos anatomopatolégicos ndo contenham as
informac@es necessarias. Serd critério de exclusdo também, aqueles casos nos quais as amostras
tumorais emblocadas em parafina ndo estejam adequadamente preservadas para a realizacéo da

reagdo imuno-histoquimica.

2.1.8.4 Variaveis e instrumentos da coleta de dados

Variavel dependente: Reacdo imuno-histoquimica positiva para PD-L1 em carcinoma
de células renais.

Variaveis independentes: idade, sexo, presenca de tabagismo, hipertensdo arterial,
obesidade, tipo histologico de tumor, Grau Nuclear de Fuhrman, TNM, resposta ao tratamento
convencional, resposta a imunoterapia quando presente e progndstico dos pacientes.

Instrumentos de coleta de dados: Sera efetuado o levantamento dos dados registrados
no sistema de pesquisa de laudos anatomopatologico e prontuario eletrénico do laboratorio
citado. Os dados coletados do programa serdo transcritos para uma ficha (apéndice A) e
posteriormente armazenados em uma planilha eletrénica, observando-se os critérios de inclusao

e exclusao.

2.1.8.5 Logistica
O estudo se realizara abrangendo o periodo de janeiro de 2000 até dezembro de 2015,

através de um levantamento dos casos de carcinoma de células renais, no Servico de registro de
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Céncer do HSVP. Apés a listagem dos casos, 0 académico fard a busca na biblioteca deste
hospital, em computadores destinados a pesquisa neste setor e interligados a rede, mediante a
aquisicdo de um login e senha, quando entdo, fara a busca e selecdo dos laudos
anatomopatologicos de cada paciente que realizou procedimento cirdrgico (nefrectomia radical
ou parcial, ou bidpsia renal por neoplasia) no HSVP e cujos laudos anatomopatoldgicos foram
confeccionados no Laboratério de Patologia do mesmo hospital. Os casos listados do
laboratdrio estdo arquivados na forma de amostragem tumoral emblocada em parafina. O
académico fara a retirada deste material do arquivo e 0s casos serdo, entdo, encaminhados para
a realizagdo da reagdo imuno-histoquimica para a proteina PD-L1 no mesmo laboratério. O
estudo imuno-histoquimico dos casos para avaliacdo da expressao da proteina PD-L1, seré feito
com anticorpo SP263 (Ventana). Para tanto serdo utilizados cortes de 4 micra do tecido tumoral
parafinado e este serd submetido a reacdo imuno-histoquimica com a utilizacdo do anticorpo
primario anti-PD-L1 e com marcacao da reacdo com cromdgeno marrom (DAB) e com contra
coloragdo com Hematoxilina de Haris. O laborat6rio onde ser realizada a imuno-histoquimica
localiza-se dentro do Hospital Sdo Vicente de Paulo. A imuno-histoquimica sera feita pela
técnica em quimica do laboratorio, a qual ja realiza os procedimentos de rotina do local, e, quem
analisara e interpretara as laminas das reacfes sera a médica especialista em patologia do
laboratério, pesquisadora principal do presente estudo e o académico. A reacdo imno-
histoquimica dos casos ocorrera junto com a rotina do laboratério, onde em cada reacéo havera
um caso controle positivo e um negativo. Serdo avaliados os casos quanto a positividade ou
ndo da expressdo da proteina PD-L1. Nos casos positivos, serd avaliada a intensidade da reacéo
e a porcentagem de células tumorais positivas. Para isso, sera utilizado o mascaramento a fim
de evitar viés de afericdo (duplo cego), as laminas serdo analisadas, entdo, por dois
observadores, 0 académico pesquisador e sua orientadora. Os critérios de positividade nuclear
nos tumores analisados incluirdo: contagem de 500 células em 5 campos no aumento de 400
vezes, considerando-se positivos 0s casos com coloragdo marrom intensa na membrana
plasmatica. A leitura das laminas sera feita pelo académico e sua orientadora (duplo cego) no
mesmo local. A realizacdo destes processos dentro da pesquisa proposta serd iniciada tdo logo
obtivermos a aprovacgédo do CEP institucional e a aprovacgao da Comisséo de Pesquisa do HSVP
e devera compreender os periodos de 2020/2 e 2021/1.

A logistica do estudo esta organizada da seguinte forma:

1. Buscar os casos listados um a um no arquivo do laboratério de patologia para
obtencgédo da amostra do tumor (bloco de parafina).
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2. Processar os blocos de parafina no laboratério de patologia, por microtomia, para
realizacdo de cortes em laminas histoldgicas, na espessura de quatro micrémetros, sendo estas
submetidas a reacdo imuno-histoquimica através do KIT (HiDefDetection™) com o cromdgeno
DAB, sendo o anticorpo direcionado contra o antigeno PD-L1 (clone SP263). O académico
pesquisador acompanhara a realizacdo da técnica no Laboratorio de Patologia.

O processo se inicia através da desparafinizacdo das laminas e ap0s a reativacdo
antigénica das mesmas, em tampao PBS, através da fervura em panela de pressao especifica
(Decloakin Chamber, marca Biocare Medical). Segue-se o bloqueio da peroxidase enddgena
através do uso de perdxido de hidrogénio (H202) 10 v. O passo seguinte sera a incubagao com
0 anticorpo primario da proteina PD-L1 com reagcdo em membrana plasmatica, durante toda a
noite. No dia seguinte ap06s lavagem das laminas em solucdo tampéo, sera aplicado o KIT com
amplificacdo de sinal. Ap6s nova lavagem das laminas, sera utilizado o cromdgeno DAB para
visualizagdo da reagdo. Posteriormente, as laminas seréo contra-coradas com hematoxilina.

3. Todos os dados coletados seréo registrados em ficha de dados (apéndice A) para
posterior digitacdo em planilha eletrdnica.

4. Descrever e analisar os dados obtidos.

2.1.8.6 Processamento, controle de qualidade e analise de dados

A dupla digitacdo dos dados coletados serd em planilha eletrénica e as analises
estatisticas a partir destes dados serdo feitas no programa PSPP (distribuicdo livre) e
compreendera a média e desvio padrdo das variaveis numeéricas e distribuicdo de frequéncias,
absoluta e relativa, das variaveis categoricas.

A analise de associacdo entre as variaveis independentes com a variavel dependente sera
verificada por meio do teste Qui-quadrado, empregando-se nivel de significancia de 5%.

A andlise de correlagdo entre o marcador tumoral o tratamento e o prognoéstico serd

avaliada por meio do coeficiente de correlagdo de Pearson.

2.1.8.7 Aspectos éticos

Este estudo serd realizado de acordo com a Resolucdo n°466/2012 da Comissao
Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP). Sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), por meio do sistema
eletronico Plataforma Brasil. Para tanto, serd solicitada Ciéncia e Concordancia da instituicdo
onde sera realizada a coleta dos dados e a sele¢do das amostras (Anexo 1). Considerando-se

que serdo utilizados dados clinico-patologicos e amostras bioldgicas armazenadas em
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prontuarios e blocos de parafina de pacientes atendidos em periodo anterior a realizacdo do
estudo, muitos dos quais j& vieram a 6bito ou em caso de sobrevivéncia estdo com os dados
cadastrais desatualizados e ndo mantém vinculo com o hospital, dificultando o contato com a
equipe de pesquisa, solicita-se dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Portanto, nos apéndices, encontra-se 0 Termo de Dispensa de TCLE (apéndice B).
Além deste, também serd assinado o Termo de Compromisso para uso de dados em arquivo
(Apéndice C).

Por fim, registra-se que os dados ficardo armazenados em um pendrive que ficara
guardado em um armario fechado por cadeado na Universidade Federal da Fronteira Sul —
Campus Passo Fundo, aos quais somente o0s pesquisadores terdo acesso. ApOs 5 anos esses
dados serdo destruidos.

Riscos: Existe o risco de identificacdo do paciente. Entretanto, visando minimizar esse
risco, 0s nomes serao substituidos por nimeros no momento da extracao dos dados do sistema.
Caso a identificagdo ocorra, o paciente comprometido sera excluido da amostra e o Hospital
Sao Vicente de Paulo serd comunicado sobre o ocorrido.

Beneficios: Devido a natureza do estudo, ndo existem beneficios diretos para os
participantes, portanto ndo havera devolutiva para estes. No entanto, 0s mesmos serdo
beneficiados de forma indireta, assim como toda a comunidade, uma vez que a identificacdo da
proteina pesquisada nos casos de carcinoma de células renais seja associada com dados clinico-
patoldgicos, havera uma contribuicdo com o tratamento de futuros pacientes acometidos, pois
esse tratamento sera realizado de forma mais especifica, 0 que aumenta o tempo de sobrevida
e as chances de cura. O estudo, ao ser finalizado, sera disponibilizado a instituicdo participante,
via e-mail ou impresso, como for preferido, para que a mesma tenha conhecimento dos
resultados obtidos. Portanto, a partir da analise dos dados, o estudo possibilitard que os
pesquisadores e a instituigdo estendam seus conhecimentos acerca do tema em questdo, com o
intuito de melhorar o processo de diagnostico e de progndstico dos pacientes, o que beneficia a

todos, mesmo que indiretamente.

2.1.9 Recursos
Os custos serdo totalmente arcados pela equipe de pesquisa responsavel pelo presente

estudo.



CUSTO
. CUSTO
ITEM QUANTIDADE | UNITARIO
TOTAL
(R$)

1.2 MATERIAL DE CONSUMO
Caixa com 150 laminas 2 R$ 120,00 R$ 240,00
Caneta easy path 1 100,00 100,00
Kit DAB-Dako (110 mL) 1 520,00 520,00
Material utilizado na confeccéo das
laminas de imuno-histoquimica,
Anticorpo monoclonal SP263 200 4fé(r)noir?; r 9000,00
(Ventana) 2mL
Material utilizado na
imunoistoquimica, Cromégeno 1 R$ 270,00 R$ 270,00
liquido DAB
Folhas de oficio (pacote com 100) 2 R$ 5,00 R$ 10,00
Caneta 2 R$ 1,00 R$ 2,00
Pendrive 1 R$ 35,00 R$ 35,00
TOTAL R$10.177,00

2.1.10 Cronograma

Este cronograma sera executado somente apds aprovacdo do projeto pelo Sistema

CEP/CONEP

Data de inicio: 10 de novembro de 2020

Data de finalizacdo: 10 de agosto de 2021

ATIVIDADE NOV | DEZ | JAN | FEV | MAR | ABR | MAI | JUN | JUL | AGO
2020 | 2020 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021
REVISAO
] X X X X X X X X X
BIBLIOGRAFICA
FORMATACAO DO « «
PROJETO
ENCAMINHAMENTO “ "
AO CEP
COLETA DE DADOS X X X X
ANALISE DE DADOS X X
REDACAO DO
X X
ARTIGO
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ENVIO DE
RELATORIO FINAL X
AO CEP-UFFS

PUBLICACAO DOS
RESULTADOS
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2.1.12 Apéndices
APENDICE A - Ficha de Transcri¢io
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ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DE CARCINOMAS DE CELULAS RENAIS

ESTUDO DA PROTEINA PD-L1

Carcinomas Pancreaticos

UFFS-PESQUISA: Analises Imunoistoquimica e Sérica de Marcadores Tumorais em

Pesquisador Responsavel: Daniela Augustin Silveira. Contato: danausilveira@gmail.com
Académico: Luigi Marcos Bigolin. Contato: luigi.bigo@hotmail.com

Cromdfobo (4) Ductos Coletores (5) Cistico Multilocular (6)
Variante Medular (7) Variante Tubulomucinoso / Células
Fusiformes (8) Translocacdo Xpl1 (9) Associado ao

Numero do Questionario NQUES
Numero do Registro do Anatomo-patologico NRAP
Nome do Entrevistador ENTRE
Data Coleta DATA | |/
IDENTIFICACAO DO PACIENTE
Idade: __ anos completos IDAD
Sexo (1) Feminino (2) Masculino (3) N&o especificado SEXO__
HABITOS DE VIDA E CONDIGOES CLINICAS
Tabagista: (1) Sim (2) Nao (3) Néo especificado (4) Ex-tabagista | TABA
Se sim, tempo que fumou em anos: TEMP____
Hipertensdo: (1) Sim (2) Nao (3) N&o especificado HAS
Obesidade: (1) Sim (2) N&o (3) Nao especificado OBES___
REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA
Reacdo Imuno-histoquimica PD-L1 (1) Positiva (2) Negativa PDL1__
(3) Nédo Realizada
ACHADOS DIAGNOSTICOS E PATOLOGICOS
Procedimento: (1) Nefrectomia total; (2) Nefrectomia Parcial; PROC__
(3) Biopsia Renal
Sintomas apresentados: (1) Assintomatico (2) Dor lombar (3) SINT_
Febre (4) Cdlica renal (5) Oliguria/anuria (6) Hematuria (7) Perda
ponderal
(8) Outros:
Subtipo Histoldgico: (1) Células Claras (2) Papilar (3) TIHIST

Neuroblastoma
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Grau Nuclear de Fuhrman: (1) 1 (2) 11 (3) 11 (4) IV GFUR__
Outros achados histopatoldgicos:

ESTADIAMENTO

T: (1) TX(2) TO(3) T1 (4) T2 (5) T3 (6) T4 (7) N&o especificado | TAMA___
N: (1) NX (2) NO (3) N1 (4) Néo especificado NODE__
M: (1) MO (2) M1 (3) Nao especificado META
TNM: (1) 1 (2) 11 (3) 11 (4) IV TNM__
TRATAMENTO

Tratamento: (1) Adjuvante (2) Neoadjuvante (3) Ressecgédo TRAT
cirurgica (4) Quimioterapia (5) Radioterapia (6) Imunoterapia (7)

Sem tratamento

(8) Outro

PROGNOSTICO/DESFECHO

Recidiva tumoral: (1) Sim (2) Nao (3) Né&o especificado RECI__
Obito: (1) Sim (2) N&o (3) N&o especificado/ndo se aplica OBIT_
Sobrevida (somente se paciente veio a 6bito): dias apés | SOBR

o diagnéstico confirmado

Situacdo atual (somente se paciente vivo): (1) Em tratamento SITU__

(2) Cura (3) Sem informagao
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APENDICE B - Solicitacdo de Dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) SOLICITACAO DE
DISPENSA
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS

ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DE CARCINOMAS DE CELULAS RENAIS
ESTUDO DA PROTEINA PD-L1

Esta pesquisa serd desenvolvida por Luigi Marcos Bigolin, discente de Graduacdo em
Medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus de Passo Fundo/RS sob
orientagdo da Profa. Ma. Daniela Augustin Silveira e coorientacdo Profa. Da. Jossimara
Polettini.

O presente estudo visa avaliar o padrdo de expressdo do PD-L1 em pacientes
diagnosticados com carcinoma de células renais, submetidos a nefrectomia, no periodo de
janeiro de 2000 até dezembro de 2015, cujos procedimentos cirurgicos foram realizados no
Hospital Sdo Vicente de Paulo (HSVP), Passo Fundo — RS e as analises anatomopatoldgicas
dos tumores foram realizadas no laboratdrio de Patologia do mesmo hospital.

O estudo se justifica por pesquisar o carcinoma de células renais, a neoplasia renal mais
comum, sendo responsavel por cerca de 2 a 3% de todas as neoplasias malignas em adultos.
Apresenta uma incidéncia mundial de cerca de 209.000 casos por ano com uma mortalidade
alta, de aproximadamente 102.000 casos por ano. Somado a isso, determinadas proteinas que
influem na resposta imune contra o tumor, como a PD-L1, sdo expressas, dificultando o manejo
e a resposta ao tratamento. Ao relacionar a presenca da proteina PD-L1 a evolucéo e desfechos
da doenca, possibilita um melhor conhecimento acerca do comportamento da neoplasia e a
resposta imune desencadeada, de modo que um diagndéstico e identificacdo de neoplasias
positivas para PD-L1 possam ser feitas e tratamentos mais especificos possam ser
recomendados. Ainda, atualmente, sdo poucos o0s estudos brasileiros relacionando a expressao
de PD-L1 a dados anatomopatologicos, clinicos, prognosticos e de tratamento em pacientes
com carcinoma de celulas renais. Ao concluir-se o estudo, 0s servicos de saude da regido na
qual o estudo foi desenvolvido poderdo se utilizar dos resultados para o aprimoramento de
condutas e manejo de pacientes, influenciando diretamente no progndéstico e desfecho destes

pacientes.
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Serdo incluidos pacientes que realizaram procedimento cirdrgico (nefrectomia total,
parcial ou bidpsia) no HSVP, devido a carcinoma de celulas renais, e com andlise
anatomopatologica realizada no laboratorio de Patologia do mesmo hospital. serdo excluidos
do estudo casos dos quais 0s prontuarios ndo se consiga acessar, ou, cujos prontuarios e laudos
anatomopatologicos ndo contenham as informagdes necessérias. Sera critério de exclusdo
também, aqueles casos nos quais as amostras tumorais emblocadas em parafina ndo estejam
adequadamente preservadas para a realizacao da reacdo imuno-histoquimica.

Devido a natureza do estudo, ndo existem beneficios diretos para os participantes,
portanto ndo havera devolutiva para esses. No entanto, os mesmos serdo beneficiados de forma
indireta, assim como toda a comunidade, uma vez que a identificacdo da proteina pesquisada
nos casos de carcinoma de células renais seja associada com dados clinico-patoldgicos, havera
uma contribuicdo com o tratamento de futuros pacientes acometidos, pois esse tratamento sera
realizado de forma mais especifica, 0 que aumenta o tempo de sobrevida e as chances de cura.

O estudo, ao ser finalizado, sera disponibilizado & instituicdo participante, via e-mail ou
impresso, como for preferido, para que a mesma tenha conhecimento dos resultados obtidos.
Portanto, a partir da analise dos dados, o estudo possibilitara que os pesquisadores e a institui¢do
estendam seus conhecimentos acerca do tema em questéo, com o intuito de melhorar o processo
de diagnostico e de progndstico dos pacientes, o que beneficia a todos, mesmo que
indiretamente.

Existe o risco de identificacdo do paciente. Entretanto, visando minimizar esse risco, 0s
nomes serdo substituidos por nimeros no momento da extracdo dos dados do sistema. Caso a
identificacdo ocorra, o paciente comprometido serd excluido da amostra e o Hospital S&o
Vicente de Paulo sera comunicado sobre o ocorrido.

Este estudo sera realizado de acordo com a Resolucdo n°466/2012 da Comissdo
Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP). Sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), por meio do sistema
eletronico Plataforma Brasil. Para tanto, sera solicitada Ciéncia e Concordancia da instituicdo
onde serd realizada a coleta dos dados e a sele¢do das amostras. Considerando-se que serdo
utilizados dados clinico-patoldgicos e amostras bioldgicas armazenadas em prontuarios e
blocos de parafina de pacientes atendidos em periodo anterior a realizagdo do estudo, muitos
dos quais ja vieram a Obito ou em caso de sobrevivéncia estdo com os dados cadastrais
desatualizados e ndo mantém vinculo com o hospital, dificultando o contato com a equipe de
pesquisa, solicita-se dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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X

Profa. Ma. Dam'é'@u tin Silveira — UFFS
Pesquisadf)r Responsavel
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APENDICE C — Termo de compromisso para uso de dados

ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DE CARCINOMAS DE CELULAS RENAIS
ESTUDO DA PROTEINA PD-L1

O(s) pesquisador(es) do projeto acima identificado(s) assume(m) o compromisso de:
I. Preservar a identidade dos pacientes cujos dados serdo coletados;

I1. Assegurar que as informagdes serdo utilizadas Unica e exclusivamente para a execucdo do
projeto em questao;

I11. Assegurar que as informacgdes somente serdo divulgadas de forma andnima, ndo sendo
utilizadas iniciais ou quaisquer outras indicacdes que possam identificar o sujeito da pesquisa.

Passo Fundo, 28 de gl dns de 2020

~ —/]"
\//jl Yen
Profa. Ma. Daniela ugllstm Silveira - UFFS

Pesquisador Responsavel

R revo S0%

Profa. Dra. Jossimara Polettini — UFFS

Pesquisador

_L?y%)\l‘ﬂ!’/&ﬁ : D%,&km_- e
Luigi Marcos Bigolin — UFFS
Pesquisador



2.1.13 Anexos
ANEXO 1 — Termo de Ciéncia e Concordancia da Instituigdo

&) Fovieare

e Paln

Pasza Fundo, 28 de outubro de 2028,

Declaracdo de Autorizacio de Pesquisa

O Hospital 530 Vicente de Paulo autariza a realizagde do projeto de pesquisa intitulado “Andlise
imunac-Histoquimica em Carclnomas de Cflulas Renais”, cuja pesguisadora responsiwvel £ a Dra,
Danigls Augustin Silveira, condicichada a parecer positive emitido por Comité de Etica em Pesquisa da
sistermna CERSCONEP.

Antes de iniciar a execugdo do projels, o pesqulsador respansavel deverd disponibllizar cépia do
parecer positiva da Comité de Ftica em Pesquisa @ Geréncia de Ensing € Pesguisa do Hospital 580
Vicente de Paula.

& direcdc ressalta a necessidade de cumprimento da legislagiio brasileira relaliva 3 pesquisa
envalvenda sere: humanos, nalodamonte a resalugio 466,2012 do Canselho Nacional de Sadde
disppsipies complementlares, o3 Gédlges de Stica profisslonals & o Manuwal de Conduls Elica da
Hospital 330 Vicente de Faulc na condhes 36 do projeta,

@, i~
“’%&'ﬁf/w 20
Cristine Pilati
Vica Direlora Téerica Médica
CREMERS 21.54%

da Associagio Hospitalar Beneficenite Sko Vicents de Paulo (Entidads de fng flentépicoa)
Rua Teixars Soarss 808 - PASSO FUNDO - RS CEP 99.070-080 — Fonaifax 54 2103 4000
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2.2 RELATORIO DE PESQUISA
2.2.1 Apresentacao

O relatorio tem como objetivo detalhar o projeto de pesquisa “Analise Imuno-
histoquimica em Carcinomas de Células Renais: Estudo da Proteina PD-L1”, desenvolvido pelo
académico Luigi Marcos Bigolin, sob orientacdo da Profa. Ma. Daniela Augustin Silveira e
coorientacdo da Profa. Dra. Jossimara Polettini. O presente relatorio visa elucidar como se

desenvolveu o trabalho e quais alteracdes foram realizadas no decorrer do mesmo.

2.2.2 Desenvolvimento

O Projeto de Pesquisa foi desenvolvido no segundo semestre letivo de 2020 e submetido
para a avaliacdo e aprovacao do Hospital Sdo Vicente de Paulo, o qual emitiu um Termo de
Ciéncia e Concordancia no dia 29/10/2020 (Anexo 1 do Projeto de Pesquisa). Em seguida, no
dia 19/11/2020, o projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEP-UFFS), retornando com uma Unica pendéncia
no dia 08/12/2020. A pendéncia foi resolvida e o projeto submetido novamente no dia
15/12/2020, sendo aprovado pelo CEP-UFFS, no dia 19/12/2020 (Anexo 1 do Relatério de

Pesquisa).

2.2.2.1 Logistica e coleta de dados

Com relacdo a logistica e coleta de dados, a selecdo dos laudos no arquivo eletrénico do
Laboratorio de Patologia do HSVP foi realizada nos meses de margo e abril de 2021 pelo
académico, sob a supervisao da orientadora Profa. Daniela Augustin Silveira. A partir desse
banco de dados, pela busca do termo “Rim” foram selecionados apenas os casos de Neoplasias
Renais, no periodo de 01/01/2000 até 31/12/2015. Durante a analise dos laudos selecionados,
foram encontrados 167 casos de Carcinomas de Células Renais que se enquadravam nos
critérios de inclusdo. Foram excluidos 33 casos conforme os critérios estabelecidos na
elaboracdo do projeto.

Apbs a listagem dos casos, o académico fez a busca dos laudos anatomopatoldgicos e
prontudrios eletrbnicos dos pacientes inclusos neste estudo, na biblioteca do Hospital Séo
Vicente de Paulo. Além disso, foi feita a retirada do material destinado a imuno-histoquimica,
que se encontrava emblocado em parafina e guardado no depdsito deste mesmo Hospital. A
partir disso, os dados foram coletados e transcritos para a Ficha de Coleta de Dados (Apéndice
A do Projeto de Pesquisa) e posteriormente duplamente digitados em banco criado no EpiData

versdo 3.1 (distribuicdo livre) e, em seguida, transferidos para o programa estatistico PSPP
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(distribuicéo livre) para a realizacdo das analises. Tendo em posse os resultados, realizou-se a

discussdo comparando-os a literatura médica mundial.

2.2.2.2 Perdas e recusas

No decorrer do trabalho percebeu-se que nao seria possivel realizar todas as analises de
Imuno-histoquimica dentro do periodo pré-estabelecido. Por esta razdo, os pesquisadores
optaram por realizar as analises dos casos seguindo o critério de maior preservagao do tecido
tumoral emblocado, desse modo, os blocos mais recentes foram selecionados, os quais estavam
compreendidos no periodo de 2010 até 2015, totalizando um total de 68 amostras. Essas 68
amostras foram seccionadas para a realizagdo de laminas histopatologicas, coradas por H.E.
para que se delimitasse a regido do tumor, bem como se visualizasse a viabilidade do mesmo,
evitando areas de necrose. Apds delimitagdo do tumor nas laminas sob microscopia, se sobrepds
sua localizacdo nos blocos de parafina para que essas amostras fossem submetidas a técnica de
Microarranjo tecidual (TMA — Tissue microarray, em inglés), na qual uma parte do tecido
tumoral ¢ extraida dos blocos de parafina “doadores” e reincorporados em um unico bloco
receptor (microarranjo) em coordenadas de matriz definidas, permitindo a analise sob
condi¢des idénticas e padronizadas — otimizando e aprimorando a anélise, 0 que ndo seria
possivel caso se procedesse com a analise ldmina a ldmina como havia sido inicialmente
preconizado. Vale ressaltar que os casos que estavam compreendidos entre os anos de 2000 até
2009, apesar de ndo passarem pela analise da proteina PD-L1, foram estudados, tendo os dados
obtidos em prontudrios utilizados para caracterizagdo da amostra.

Além disso, as variaveis: “anos de tabagismo” “recidiva tumoral”, e “situagdo atual”
ndo puderam ser computadas e analisadas por ndo estarem adequadamente descritas nos
prontuarios acessados. Ademais, a variavel “Obito por cancer” foi adicionada ao questionario e
analise, assim como a sintomatologia presente no momento da admissdo do paciente, 0s quais
ndo havia sido citada no projeto. Todas as alteragfes no questionario podem ser observadas no
Apéndice A do Relatorio de Pesquisa. E importante ressaltar que ambas variaveis adicionadas
no projeto estavam presentes nos mesmos prontudrios que as demais, assim como foram
coletadas a mesma maneira, seguindo 0s processos metodoldgicos e preceitos éticos que foram
incialmente descritos que foram incialmente descritos. No que tange a parte de anélises
estatisticas, a analise de correlacdo entre as variaveis pelo coeficiente de Correlacéo de Pearson
ndo pode ser feita, pois os dados submetidos para a analise se encontravam categorizados, de
modo que o teste de Qui-quadrado é o mais adequado para se utilizar nessas ocasifes.



2.2.3 Considerac0es finais
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Por fim, no més de junho de 2021, sintetizou-se o material produzido neste volume final,

composto pelo projeto de pesquisa, relatorio de atividades e artigo cientifico, o qual segue os

moldes do Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial.

2.2.4 Apéndices
APENDICE A - Ficha de Transcricdo Modificada

Carcinomas Pancreaticos

UFFS-PESQUISA: Analises Imunoistoquimica e Sérica de Marcadores Tumorais em

Pesquisador Responsavel: Daniela Augustin Silveira. Contato: danausilveira@gmail.com
Académico: Luigi Marcos Bigolin. Contato: luigi.bigo@hotmail.com

Numero do Questionario NQUES
Numero do Registro do Anatomo-patolégico NRAP
Nome do Entrevistador ENTRE __
Data Coleta DATA | |/
IDENTIFICAC}AO DO PACIENTE
Idade: __ anos completos IDAD
Sexo (1) Feminino (2) Masculino (3) Néo especificado SEXO
HABITOS DE VIDA E CONDICOES CLINICAS
Tabagista: (1) Sim (2) Néao (3) Ndao especificado (4) Ex-tabagista | TABA
Se sim, tempo que fumou em anos: TEMP___
Hipertensédo: (1) Sim (2) Néo (3) Néo especificado HAS
Obesidade: (1) Sim (2) Nao (3) Nao especificado OBES___
REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA
Reac¢do Imuno-histoquimica PD-L1 (1) Positiva (2) Negativa PDL1
(3) N&o Realizada
ACHADOS DIAGNOSTICOS E PATOLOGICOS
Procedimento: (1) Nefrectomia total; (2) Nefrectomia Parcial; PROC__
(3) Biopsia Renal
Sintomas apresentados: (1) Assintomatico (2) Dor lombar (3) SINT___
Febre (4) Célica renal (5) Oligaria/anuria (6) Hematuria (7) Perda
ponderal
(8) Outros:
Subtipo Histologico: (1) Células Claras (2) Papilar (3) TIHIST

Cromdfobo (4) Ductos Coletores (5) Cistico Multilocular (6)
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Variante Medular (7) Variante Tubulomucinoso / Células
Fusiformes (8) Translocacdo Xpl11 (9) Associado ao
Neuroblastoma

Grau Nuclear de Fuhrman: (1) 1 (2) 11 (3) 1l (4) IV GFUR__
Outros achados histopatoldgicos:

ESTADIAMENTO

T: (1) TX(2) TO(3) T1(4) T2 (5) T3 (6) T4 (7) Néo especificado | TAMA
N: (1) NX (2) NO (3) N1 (4) Néo especificado NODE__
M: (1) MO (2) M1 (3) Néo especificado META_
TNM: (1) 1(2) 11 (3) 11 (4) IV TNM__
TRATAMENTO

Tratamento: (1) Adjuvante (2) Neoadjuvante (3) Ressec¢do TRAT
cirargica (4) Quimioterapia (5) Radioterapia (6) Imunoterapia (7)

Sem tratamento

(8) Outro

PROGNOSTICO/DESFECHO

Recidiva tumoral: (1) Sim (2) Nao (3) Né&o especificado RECI__
Obito: (1) Sim (2) N&o (3) N&o especificado/nao se aplica OBIT____
Ob_ito por Céncer: (1) Sim (2) N&o (3) Néo especificado/ndo se | OBITCA _
ggltl)?’?avida (somente se paciente veio a 6bito): dias ap6s | SOBR_

o0 diagnostico confirmado
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2.2.5 Anexos
ANEXO 1 — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal da Fronteira Sul

) UNIVERSIDADE FEDERAL DA ¢ F'Ic:ﬂl:qﬂofm

FRONTEIRA SUL - UFFS
UFFS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE IMUNC-HISTOQUIMICA EM CARCINOMAS DE CELULAS RENAIS
ESTUDO DA PROTEINA PD-L1

Pesquisador: Daniela Augustin Sikeira

Area Temifica:

Versdo: 2

CAAE: 40208420.2 DO00.5564

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

MNumeroe do Parecer: 4.477.185

Apresentagio do Projeto:

Titule da Pesguisa: AMNALISE IMUNO-HISTOQUIMICA EM CARCINOMAS DE CELULAS RENAIS
ESTUDO DA PROTEIMA PD-L1

Pesquisador: Daniela Augustin Silveira

CAAE: 40206420 .2 00005564

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL D& FRONTEIRA SUL - UFFS

TRANSCRICAC DO RESUMO:

“De carater observacional, transversal, descritivo e analitico, o presente estudo visa avaliar o padrao de
expressao do PO-L1 em pacientes

diagnosticados com carcinoma de células renais, submetidos a nefrectomia. Para tanio, neste estudo, serdo
avaliadas amostras de pacientes

submetidos & nefrectomia radical, nefreciomia parcial ou bidpsia renal por necplasia, no pericdo de janein
de 2000 até dezembro de 2015, cujos

procedimentos cirirgicos foram realizados no Hospital S3o Vicente de Paulo (HSVP), Passo Fundo — RS e
as analises anatomopatologicas dos

tumores foram realizadas no laboratorio de Patologia do mesmo hospital. Apés um levantamento dos casos
que serd realizado no Servigo de

Emdersgo: Rodowia SC 484 Km 02, Fromteia Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

Balrro:  Area Rural CEP. 30315899
UF: SC Municipla: CHAPECO
Talefome: (49)2048-3745 E-mall: capulsuls edu.br

P 01 14
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Confimesgio do Farecer: £ 477 185

registro de Cancer do HSVP, no periodo pré-determinado, faremos a busca das amostras do tumor
emblocadas em parafina e acondicionadas no

arquivo do Laboratorio de Patologia. Cada caso selecionado serd, entio numerado e encaminhado para a
realizagdo da reagdo imunc-histoquimica

para a proteina PO-L1. A determinagio da expressao tumoral da PO-L1 sera contabilizada nas laminas pelo
académico e por sua onentadora (duplo

cego) considerando-se a reagdo positiva quando houver coloragio mamom de membrana plasmatica, ou
seja, expressdo da proteina PD-L1, com a

visualizagio de 5§ campos de maior aumento (400x) na regido do tumor, com a contagem de 100 células em
cada campe, fazendo-se um somatorio

de ceélulas coradas, com resultado final em valor percentual. Os dados dos pacientes serio coletados a
partir de prontuario eletrénico do hospital ao

qual o laboratério pertence e a partir dos laudos anatomopatologicos no laboratdrio citado. Apds a analise
imuno-histoguimica ser concluida, os

resultados serdo relacionados as variveis sexo, idade do paciente, presenga ou auséncia de tabagisma,

hipertens3o arterial, obesidade, subtipo

histologico do tumor, estadiamento tumeral, grau nuclear de Fuhrman e sobrevida dos pacientes. Ao
relacionar a expressdo da proteina PDL1 a

escas caracteristicas, sera verificado se a mesma se associa aquelas que, de acordo com a literatura
revisada, s3o indicativas de pior prognostico.

Se a hipotese for confirmada, o estudo contribuird para que a express3o da proteina PD-L1 seja utilizada
futuramente para compor o perfil das

neoplasias, auxiliando na acuracia do prognostico, o que resulta em uma conduta terapeutica mais
adequada, podendo reforgar o importante papel

da imunoterapia em casos de carcinomas positivos para PD-L1.7

COMENTARIOS:

Adequado.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO DA PESQUISA:
TRANSCRIGAO HIPOTESE:

“A express3o da proteina PD-L1 se relaciona com as caracteristicas clinico-patologicas de

Enderego.  Rodowia S0 484 Km 02, Fromeia Sul - Bloco da Bibdoleca - sala 310, 3° andar

Balrmo:  Area Rural CEP: 89815899
UF: 5C Municipia: CHAPECO
Talefone: [49)2045-3745 E-mall: cepuffsfults edubr

Priagirsa (12 S 14
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) UNIVERSIDADE FEDERAL DA .~ Wm

FRONTEIRA SUL - UFFS
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Confimesgio do Farecer: £ 477 185

pacientes com carcinomas de células renais A presenca

da proteina PD-L1 na neoplasia estara relacionada com uma maior agressividade tumoral e pior progndstico
para o paciente Pacientes com

necplasias positivas para a proteina PD-L1 & que receberam tratamento imunoterapico terdo um melhor
prognostico.”

COMENTARIOS:

Adequada.

TRANSCRICAC OBJETIVO PRIMARIO:

“Avaliar a expressio da proteina PD-L1 em carcinomas de células renais e relacionaa com dados clinico-
patologicos obtidos através de prontuarios.”

COMENTARIOS:

Adequado.

TRANSCRIGAC OBJETIVO SECUNDARIO:

“Investigar a expressio da proteina PD-L1 em carcinomas de células renais, e relaciona-la com
caracteristicas clinico-patolégicas, avaliando se esta

associada a maior agressividade tumoral e pior prognostico para o paciente Analisar se imunoterapia em
carcinomas de células renais com

express3o da proteina PD-L1 estd associada a um melhor desfecho para o paciente.”

COMENTARIOS:

Adequado.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

AVALIACAO DOS RISCOS E BENEFICIOS:

TRANSCRIGAD — Riscos:

~ Existe o risco de identificacio do paciente. Entretanto, visando minimizar esse risco, os nomes serdo
substituidos por nimeros no momento da

extragdo dos dados do sistema. Caso a identificagSo ocomra, o paciente comprometido serd excluido da
amostra e o Hospital S3o Vicente de Paulo

sera comunicado sobre o ocomido.”

COMENTARIOS:
Adequado.
Endersgn: Rodowva SC 484 Km 02, Fromeia Sul - Bloco o3 Biblioleca - sala 310, 3° andar
Balrmo: Area Rural CEP: 30.315-899
UF: 5C Municipia: CHAPECO
Talsfons: (49)2040-3745 E-mall: cepuffsiuls edu.br

Priagirsa 05 S 14
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TRANSCRIGAQD - Beneficios:

“Devido & natureza do estudo, ndo existem beneficios diretos para os participantes, portanto ndo havera
devolutiva para estes. Mo entanto, os

mesmos serdo beneficiados de forma indireta, assim como toda a comunidade, uma vez que a identificagio
da profeina pesquisada nos casos de

carcinoma de células renais seja associada com dados clinico-patologicos, havera uma contribuigio com o
tratamento de futuros pacientes

acometidos, pois esse tratamento sera realizado de forma mais especifica, o que aumenta o tempo de
sobrevida e as chances de cura. Portanto, a

partir da analise dos dados, o estudo possibilitara que os pesquisadores e a instituigo estendam seus
conhecimentos acerca do tema em guestdo,

com o intuito de melhorar o processo de diagnéstico e de prognodstico dos pacientes, o que beneficia a
todos, mesmo que indiretamente.”

COMENTARIOS:
Adequado.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
CDNSlDEﬂAQEﬂEE SOBRE A PESQUISA:

DESENHO: TRANSCRIGAD

“Trata-se de um estudo quanfitativo, observacional do tipo transversal descritive e analitico. Sera realizado
no Hospital Sao Vicente de Paulo, Passo

Fundo — RS, de novembro de 2020 a agosto de 2021. A populagio base para o estudo sera constituida de
pacientes com diagnastico

anatomopatolagico de carcinoma de células renais, que realizaram o procediments cinirgico no HSVP, cujos
lawdos anatomopatologicos foram

realizados no laboratonio de patologia do mesmo hospital no pericdo de janeiro de 2000 a dezembro de
2015. Sera feita uma busca no arguivo do

laboratorio, da amestra do tecido tumoral arquivada em bloco de parafina, para a realizagio do estudo

imuno-histoquimico. A amosfra, nao
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probabilistica, de conveniéncia, incluira aproximadamente 200 pacientes.

Varidvel dependente: Reagdo imuno-histoquimica positiva para PD-L1 em carcinoma de células renais.
Varidveis independentes: idade, sexo, presenga de tabagismo, hipertensdo arterial, cbesidade, tipo
histolagico de tumor, Grau Muclear de Fuhrman,

THM, resposta ao tratamento convencional, resposta a imunoterapia quande presente e prognostico dos
pacientes.

Sera efetuado o levantamento dos dados registrados no sistema de pesquisa de laudos anatomopatologico
e prontuaric eletrinico do laboratario

citado. Os dados coletados do programa serdo transcritos para uma ficha (apendice A) e posteriormente
armazenados em uma planilha eletronica,

observando-se os critérios de inclusio e exclusio.

O estudo se realizara no pericdo de janeiro de 2000 até dezembro de 2015, atfravés de um levantamento
dos casos de carcinoma de células renais,

no Servigo de registro de Cancer do HSVP. Apés a listagem dos casos, o académice fara a busca na
biblioteca deste hospital, em computadores

destinados 3 pesquisa neste setor e interigados 4 rede, mediante a aquisigSo de um login e senha, quando
entio, fard a busca e selegdo dos laudos

anatomopatolégicos de cada paciente que realizou procedimento cindrgico (nefrectomia total ou parcial, ou
bidpsia renal por neoplasia) no HSVFE e

cujos laudos anatomopatologicos foram confeccionades no Laboratorio de Patologia do mesmo hospital. Os
casos listados do laboratorio estio

arquivados na forma de amosiragem tumoral emblocada em parafina. O académico fard a retirada deste
material do arquivo & o5 casos serao,

entdo, encaminhados para a realizagio da reagao imuno-histoquimica para a proteina PO-L1 no mesmo
laboratario. O estudo imuno-histequimico

dos casos para avaliagio da expressio da proteina PD-L1, sera feito com anticorpo SP263 (Ventana). Para
tanto serdo utilizados cortes de 4 micra

do tecido tumoral parafinado e este serad submetide a reagdo imunc-histequimica através do KIT
(HiDefDetection™) com a utilizagio do anticorpo

primario anti-P0-L1 e com marcagio da reagdo com cromogena marmmom (DAB) e com contra coloragSo com
Hematoxilina de Haris. O laboratorio

onde sera realizada a imuno-histoguimica localiza-se dentro do Hospital S3o Vicente de Paulo. A
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imuno-histogquimica sera feita pela técnica em

quimica do laboratério, a qual ja realiza os procedimentos de rotina do local, que serd acompanhada pelo
académico pesquisador. O processo se

inicia através da desparafinizagdo das 1dminas e apés a reativag3o antigénica das mesmas, em tampio
PBS, atraves da fervura em panela de

pressao especifica (Decloakin Chamber, marca Biocare Medical). Segue-se o blogueio da peroxidase
endégena atraves do uso de peroxido de

hidrogénio (H202) 10 v. O passo seguinte sera a incubagio com o anticorpo primario da proteina PO-L1
com reagio em membrana plasmatica,

durante toda a noite. Mo dia seguinte apos lavagem das laminas em solugio tampaoe, sera aplicado o KIT
com amplificagio de sinal. Apds nova

lavagem das ldminas, sera utilizado o cromogeno DAB para visualizagio da reagdo. Posteriormente, as
laminas serdo contra-coradas com

hematoxilina.

Quem analisara e interpretara as |aminas sera a médica especialista em patologia do laboratorio,
pesquisadora principal, & o académico.”

COMENTARIOS:

Adequado.

METODOLOGLIA PROPOSTA: TRANSGRIQE.D

“A reagdo imuno-histoquimica dos casos ocomera junto com a rotina do laboratario, onde em cada reagio
havera um casc controle positive e um

negativo. Serac avaliados os casos quanto a positividade ou n3o da expressao da proteina PD-L1. Mos
casos positivos, sera avaliada a intensidade

da reagio e a porcentagem de células tumorsis positivas. Para isso, sera utilizado o mascaramento a fim de
evitar viés de afericio (duplo cega), as

laminas serdo analisadas, entdo, por dois cbservadores, o académico pesquisador  sua orfientadora. Os
critérios de positividade nuclear nos

tumores analisados incluirdo: contagem de 500 celulas em 5 campos no aumento de 400 vezes,
considerando-se positivos os casos com coloragdo

miamom intensa na membrana plasmatica. A leitura das laminas sera feita pelo académico e sua orientadora
(duplo cego) no mesmo local. Todos os
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dados coletados serdo registrades em ficha de dados (apéndice A) para posterior digitagio em planilha
eletrdnica. Apos isso, os dados obtidos serdo

descritos e analizados. A realizagio destes processos dentro da pesquisa proposta sera iniciada to logo
obtivermos a aprovagio do CEP

institucional e a aprovagao da Comissdo de Pesquisa do HEVP e devera compreender os periodos de
2022 e 2021/1_Este estudo sera realizado

de acordo com a Resolugdo n"486/2012 da Comissao Macional de Etica e Pesquisa (COMNEF). Serd
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa

com seres humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), por meic do sistema eletrdnico
Plataforma Brasil. Para tanto, sera solicitada

Ciéncia e Concordancia da instituigio onde sera realizada a coleta dos dados e a selegio das amostras
(Anexo 1). Considerando-se gue serdo

utilizados dados clinico-patologicos & amostras biologicas armazenadas em prontuarios e blocos de parafina
de pacientes atendidos em periodo

anterior a realizagdo do estudo, muites dos quais j& vieram a dbito ou em caso de sobrevivéncia estio com
os dados cadastrais desatualizados e

naoc mantém vinculo com o hospital, dificultando o contato com a equipe de pesquisa, solicita-se dispensa
do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido (TCLE). Portanto, nos apéndices, encontra-se o Termo de
Dispensa de TCLE (apéndice

B). Além deste, também serd assinado o Termo de Compromisso para uso de dados em arquivo (Apéndice
C). Por fim, os dados ficar3o

armnazenados em um pendrive que ficard guardado em um armario fechado por cadeado na Universidade
Federal da Fronteira Sul — Campus Passo

Fundo, aos gquais somente os pesquisadores terao acesso. Apos 5§ anos esses dados serdao
destruidos.Devide & natureza do estudo. nio existem

beneficios diretos para os participantes, portanto ndo havera devolutiva para estes. Havera uma devolutiva
do estudo & instituigio participante, via email

ou impresso, para que a mesma tenha conhecimento dos resultados obtides. O estudo se justifica por
pesquisar o carcinoma de células renais,

a neoplasia renal mais comum. Sua incidéncia mundial & de cerca de 209.000 casos por ano com uma
mortalidade alta, de aproximadamente

102.000 casos por ano. Somado a isso, determinadas proteinas gue influem na resposta imune contra o

tumor, como a PD-L1, sdo expressas,
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dificultande o manejo e a resposta ao tratamento. Ao relacionar a presencga da proteina PO-L1 3 evolugdo &
desfechos da doenga, possibilita um

melhor conhecimenio acerca do comportamento da necplasia e a resposta imune desencadeada, de modo
que um diagndstico e identificacSo de

necplasias positivas para PD-L1 possam ser feitas e tratamentos mais especificos possam ser
recomendados. Ainda, atualmente, s3o poucos os

estudos brasileiros relacionando a expressio de PO-L1 a dades anatomopatolégicos., clinicos, prognasticos
e de tratamento em pacientes com

carcinoma de células renais. Ao concluir-se o estudo, os servigos de salde da regido poderdo se ufilizar dos
resultados para o aprimoramento de

condutas e manejo de pacientes, influenciando diretamente no prognastico e desfecho destes pacientes.”

COMENTARIOS:
Adequada.

CRITERIOS DE INCLUSAD E DE EXCLUSAD:

TRANSCRIGAO CRITERIOS DE INCLUSAD:

“Serdo incluidos pacientes que realizaram procedimento cinirgico (nefrectomia total, parcial ou bidpsia) no
HSVP, devida a carcinoma de células

renais, & com analise anatomopatologica realizada no laboratonio de Patologia do mesmo hospital ™
COMENTARIOS:

Adequada.

TRANSCRICAC CRITERIOS DE EXCLUSAD:

* Serdo excluidos do estudo casos dos quais os prontusrics n3o se consiga acessar, ou, cujos prontuirios e
laudos anatomopatologicos ndo

contenham as informagdes necessarias. Serd critério de exclusSo também, agueles casos nos quais as
amostras tumorais emblocadas em parafina

nao estejam adequadamente preservadas para a realizagio da reagie imuno-histoquimica.”
COMENTARIOS:
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Adequado.

METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS: TRANSCRIGAD

“A dupla digitagio dos dados coletados sera em planilha eletrinica e as analises estatisticas a partir destes
dados serao feitas no programa PSPP

{distribuigdo livre) & compreendera a media e desvio padrio das variaveis numéricas e distribuigio de
frequéncias, absoluta e relativa, das variaveis

A analise de associagdo entre as variaveis independentes com a variavel dependente sera verificada por
meio do teste Qui-quadrado, empregandose

nivel de significdncia de 5%.

A anilise de correlagdo entre o marcador tumoral o fratamento & o progndstico sera avaliada por meio do
coeficiente de comelagio de Pearson.”

COMENTARIOS:

Adequada.

Desfecho Primario:

“Relagio entre a expressio da proteina PD-L1 em carcinomas de células renais com dados clinico-
patologicos obtidos através de prontuarios.”

COMENTARIOS:

CRONOGRAMA DE EXECUGAD:
COMENTARIOS:

Adequado.
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Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
GDNSIDEHAQEJES SOBRE OS TERMOS DE APREEENT#QE-D OBRIGATORIA:

FOLHA DE ROSTO
COMENTARIOS:

Adequada.

TERMO DE CIENCIA E CONCORDANCIA DAS INSTITUICOES
COMENTARIOS:

Adequada.

QUESTIONARIOS
“Mao se aplica.”
COMENTARIOS:
Adequados.

Dispensa de TCLE:
COMENTARIOS:

TCUD:
COMENTARIOS:

RECOMENDAGOES:
As sugestbes a seguir, embora recomendaveis, s3o de modificagio opcional:

# Considerando a atual pandemia do novo coronavirus, e os impactos imensuraveis da COVID-18
(Coronavirus Disease) na vida e roina dosfas Brasileiros/as, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEP/UFFS) recomenda cautela ao/a pesquisadona
responsavel & 4 sua equipe de pesquisa, de modo que atentem rigorosamente ao cumprimento das
orientagies amplamente divulgadas pelos orgdos oficiais de sadde (Ministério da
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Salde e Onganizagio Mundial de Salde). Durante todo o desenvolvimento de sua pesquisa, sobretudo em
etapas como a coleta de dadosfentrada em campo e devolutiva dos resultados aos/as participantes, deve-se
evitar contato fisico proximo aos/as participantes efou aglomeragdes de qualguer crdem, para minimizar a
elevada transmissibilidade desse virus, bem como todos os demais impactos nos senvigos de salde & na
morbimortalidade da populagdo. Sendo assim, sugerimos que as etapas da pesquisa que envolvam
estratégias interativas presenciais, que possam gerar aglomeragies, efou gue ndo estejam cuidadosamente
alinhadas &s orientagies mais atuais de enfrentamento da pandemia, sejam adiadas para um momento
oportuno. Por conseguinte, lembramos que para além da situagdo pandémica atual, continua sendo
responsabilidade ética dola pesquisadoria e equipe de pesquisa zelar em todas as etapas pela integridade
fisica dos/as participantes/as, nio os/as expondo a riscos evitaveis elou nio previstos em protocolo
devidamente aprovado pelo sistema CEP/COMNEP;

# Sugere-se incluir dentro das etapas cronologicas o envio dos Relatérios Parciais (a cada 6 meses a partir
da aprovagio pelo CEP mediante emissdo do parecer consubstanciade) e Relatério final (ao término do
cronograma previsto pelofa pesquisador/a);

# Sugere-se um aprofundamento metodologico profundo no projeto, e se nNecessario, procurar umMfuma
integrante do CEP/UFFS em seu Campus para maiocres detalhamentos.

CONCLUSOES OU PENDENCIAS E LISTA DE INADEQUAGOES:

"Mao se aplica.”

Recomendagies:
RECOMENDAGOES:
As sugestdes a3 seguir, embora recomendaveis, s8o de modificagio opcional:

# Considerando a atual pandemia do novo coronavirus, e os impactos imensurdveis da COVID-18
(Coronavirus Disease) na vida e rotina dos/as Brasileiros/as, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEP/UFFS) recomenda cautela ao/a pesquisadona
responsavel e a sua equipe de pesquisa, de modo que atentem rigorosamente ao
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cumprimento das orientagies amplamente divulgadas pelos drgdos oficiais de salde (Ministério da Salde &
Organizagdo Mundial de Sadde). Durante todo o desenvolviments de sua pesquisa, sobretudo em etapas
como a coleta de dados/entrada em campo e devolutiva dos resultados aos/as participantes, deve-se evitar
contato fisico proximo aos/&s participantes efou aglomeragies de qualquer ordem, para minimizar a elevada
transmissibilidade desse virus, bem como todos os demais impactos nos servigos de salde e na
morbimortalidade da populagdo. Sendo assim, sugerimos que as etapas da pesquisa que envolvam
estratégias interativas presenciais, que possam gerar aglomeragies, efou que ndo estejam cuidadosamente
alinhadas &s orientagies mais atuais de enfrentamento da pandemia, sejam adiadas para um momento
oportuno. Por conseguinte, lembramos que para além da situagdo pandémica atual, continua sendo
responsabilidade ética dola pesquisadoria e equipe de pesquisa zelar em todas as etapas pela integridade
fisica dos/as participantes/as, nio os/as expondo a riscos evitaveis elou nio previstos em protocolo
devidamente aprovado pelo sistema CEP/COMNEP;

# Sugere-se incluir dentro das etapas cronologicas o envio dos Relatérios Parciais (a cada 6 meses a partir
da aprovagio pelo CEP mediante emissdo do parecer consubstanciade) e Relatdrio final (ao término do
cronograma previsto pelofa pesquisador/a);

# Sugere-se um aprofundamento metodologico profundo no projeto, e se necessario, procurar umfuma
integrante do CEP/UFFS em seu Campus para maiocres detalhamentos.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
CONCLUSOES OU PEMDENCIAS E LISTA DE INADEQUAGOES:

“Mao se aplica.”

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisadon|a)

A partir desse momenio o CEP passa a ser comesponsavel, em termos eticos, do seu projeto de pesquisa —
vide artigo X.3.8. da Hesolug.in 466 de 121272012

Fique atento{a) para as suas cbrigagbes junto a este CEP ao longo da realizagio da sua pesquisa. Tenha
em mente a Resclugdo CHS 466 de 12122012, a Morma Operacional CHS 001/2012 e o Capitulo 1l da
Resolugio CHS 251/1907. A pagina do CEP/UFFS apresenta alguns pontos no
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documento “Deveres do Pesguisador”.

Lembre-se gue:

1. No prazo maximo de 6 meses, a contar da emissio deste parecer consubstanciado, deverd ser enviado
um relatorio parcial a este CEP (via MDTIFIGM;JU'LD, na Plataforma Brasil) referindo em que fase do projeto a
pesquisa se encontra. Veja modelo na pagina do CEP/UFFS. Um novo relatorio parcial devera ser enviado
a cada B meses, até que seja enviado o relatorio final.

2. Qualguer alteragio que ocorra no decomer da execugio do seu projeto & que ndo tenha sido prevista
deve ser imediatamente comunicada ac CEP por meio de EMENDA, na Plataforma Brasil. O nio
cumprimento desta determinagio acamretara na suspensdo ética do seu projeto.

3. Ao final da pesquisa devera ser encaminhado o relatorio final por meio de ND“HEA.!;S.D, na Plataforma

Brasil. Devera ser anexado comprovagdo de publicizagio dos resultados. Veja modelo na pagina do
CEP/UFFS.

Em caso de divida:

Contate o CEP/UFFS: (49) 2049-3745 (2:00 as 12:00 & 14:00 s 17-00) ou cep.uffs@uffs.edu br;

Contate a Flataforma Brasil pelo telefone 138, opgdo & e opgdo 8, solicitando ao atendente suparte
Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

Contate a “central de suporie” da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina
eletrdnica da Plataforma Brasil. O atendiments & online.

Boa pesquisal

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagio
I bes Basicas | PB_INFORMAGOES_BASICAS DO P 151272020 Aceiio
do Projeto ROJETO_1685820.pdf 15:48:10
TCLE /! Termos de | apendiceB_dispensa_TCLE2 pdf 151272020 (LUIGI MARCOS Aceiio
Assentimento / 15:43:38  |BIGOLIN
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhade || projeto_cep_V2.docx 161212020 |LUIGI MARCOS Aceitn
Brochura 15:42:53 |BIGOLIN
| Investigador
Outros Carta_Pendencias_Luigi.doc 111272020 (LUIGI MARCOS Aceiio
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Cutros Carta_Pendencias_Luigi.doc 10:17:08  [BIGOLIN Aceito

Outros Anexol_Autorizacao HEVP. pdf 18/11/2020 |(Daniela Augustin Aceiio
08:50:45 | Silveira

Outros Apendice C_TCUD. pdf 18/11/2020 |Daniela Augustin Aceito
08:46:21 | Silveira

TCLE !/ Termos de  |Apendice B_Dispensa_de_TCLE.pdf 18/11/2020 |Daniela Augustin Aceito

Assentimento / 08:48:03 |Silveira

Justificativa de

Auséncia

Outros Apendice_A_Ficha_de_Transcricao pdf | 18/11/2020 |Daniela Augustin Acaito
08:45:52 | Silveira

Projeto Detalhado ! | Projeto.pdf 18/11/2020 |Daniela Augustin Acaito

Brochura 08:45:21 Silveira

Investigador

Folha de Rosto Faolha_de_rosto.pdf 18/11/2020 |Daniela Augustin Acaito
08:27:28 | Silveira

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

CHAPECO, 18 de Dezembro de 2020

Assinado por:

Fabiane de Andrade Leite

{Coordenador{a))
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RESUMO

Objetivo: Caracterizar pacientes portadores de Carcinoma de Células Renais (CCRs)
submetidos a nefrectomia radical ou parcial ou bidpsia renal e avaliar a expressdo da proteina
PD-L1 nos tecidos tumorais e relaciona-la com dados clinico-patolégicos. Métodos: Trata-se
de um estudo transversal, que incluiu todos os casos de CCRs de 2000 a 2015 analisados no
laboratdrio de Patologia de um Hospital de referéncia do norte do Rio Grande do Sul. Os dados
sociodemogréficos e clinico patolégico foram obtidos dos prontuéarios médicos. A expressao de
PD-L1 foi determinada através da técnica de Tissue Microarray Analysis e imuno-histoquimica,
relacionada com as caracteristicas clinico-patolégicos observadas, e o nivel de significancia
adotado foi de 5%. Resultados: Foram identificados 167 casos de CCRs, dos quais 89,1%
foram de células claras. Obsevou-se que 69,5% dos pacientes eram do sexo masculino, 54,5%
na faixa etaria dos 60-79 anos e 31,7% tabagistas. De acordo com o estadiamento clinico
(TNM), 55,8% dos casos encontrados estavam no Estadio I. Ainda, a positividade da proteina
PD-L1 esteve associada a mortalidade (p<0,05) e uma sobrevida mais breve (p<0,05).
Conclusdes: Em adicdo a outros indicadores progndésticos bem consolidados, como 0 TNM e
0 Grau de Fuhrman, o PD-L1 tem potencial para ser utilizado como prognostico em CCRs.
Palavras Chave: Ligante de Morte Programada 1. Progndstico. Imuno-Histoquimica. Anélise

de Sobrevida.

ABSTRACT

Objective: To characterize patients with Renal Cell Carcinoma (RCCs) undergoing radical or
partial nephrectomy or renal biopsy and to evaluate the expression of PD-L1 protein in tumor
tissues and relate to clinical and pathological data. Methods: This is a cross-sectional study,
which included all cases of CCRs from 2000 to 2015 analyzed in the Pathology laboratory of a
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reference hospital in northern Rio Grande do Sul. Sociodemographic, clinical and pathological
data were obtained from medical records. The expression of PD-L1 was determined using the
technique of Tissue Microarray Analysis and immunohistochemistry, and related to the
observed clinical-pathological characteristics. Results: a total of 167 cases of RCC were
identified, of which 89.1% were clear cells. It was notethat 69.5% of the patients were male,
54.5% in the 60-79 years age group and 31.7% smokers. According to clinical staging (NMT),
55.8% of the cases found were in Stage I. Furthermore, the positivity of the PD-L1 protein was
associated with a higher chance of death (p<0.05) and a shorter survival (p<0.05). Conclusions:
In addition, to well know prognostic indicators, such as TNM and Fuhrman Degree, PD-L1 has
the potential to be used as a prognosis in CCRs.

Keywords: Programmed Death Ligand 1. Prognosis. Immunohistochemistry. Survival

Analysis.

INTRODUCAO

De origem no cortex renal, os Carcinomas de Células Renais (CCR) sdo neoplasias
agressivas, que por vezes possuem carater assintomatico, nesses casos sendo descobertos
incidentalmente em exames de imagem. Apesar de transparecer um carater menos agressivo,
estima-se que cerca de 40% dos pacientes portadores de CCR venham a ébito devido a
progresséo da doenca (1).

Estima-se que no Brasil a incidéncia de neoplasias renais malignas seja em torno de 7 a
10 casos para cada 100 mil habitantes. O CCR € a neoplasia do rim que mais frequentemente
acomete a populacdo, sendo que o Carcinoma Renal de Células Claras (CRCC), um dos varios
subtipos do CCR, compreende aproximadamente 75% dos casos (2).

O Ligante de Receptor de Morte Programada 1 (PD-L1) é um ligante que atua inibindo
a imunidade mediada por células T. Dessa forma, neoplasias que apresentam essa expressao de
forma aberrante, podem inibir a imunidade especifica por células T contra a neoplasia. Portanto,
a expressdo de PD-L1 pode estar relacionada a uma maior agressividade da neoplasia,
aumentando assim o risco de mortalidade (3).

Em um estudo de avaliagéo de fatores prognosticos em carcinomas renais, Freitas et al.
observaram que marcadores moleculares, dentre eles 0 PD-L1 séo promissores para uma maior
acuracia no prognostico de pacientes portadores de CCRs. Ainda, nesse mesmo estudo, 0
marcador PD-L1 mostrou importante associagdo com a presenca de necrose tumoral, um

indicador de agressividade da neoplasia (4).
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Desenvolver uma melhor acurécia no progndstico do CCR faz-se necessario, uma vez
que, a partir desse se estabelece o tratamento e 0 manejo do paciente. Ao caracterizar o perfil
da neoplasia, pode-se estimar seu potencial, o que acaba por interferir no prognostico, na
qualidade de vida do paciente assim como em sua sobrevida. Dessa forma, o presente estudo
objetivou caracterizar pacientes portadores de CCRs e avaliar a expressao da proteina PD-L1

nos tecidos tumorais, bem como relaciona-la com dados clinico-patoldgicos.

MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo transversal, realizado com a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul, sob o parecer de
namero 40208420.2.0000.5564.

A amostra foi composta por todos os pacientes com diagndstico de CCRs, submetidos a
nefrectomia radical ou parcial ou bidpsia renal, cujos exames anatomopatologicos foram
realizados pelo laboratério de patologia do Hospital Sdo Vicente de Paulo (HSVP), na cidade
de Passo Fundo — RS, entre janeiro de 2000 e dezembro de 2015.

As variaveis sociodemograficas e clinico-patologicas foram coletadas a partir dos
prontudrios médicos dos pacientes estudados e incluiram idade, sexo, tabagismo, hipertensao,
IMC>30, procedimento realizado (nefrectomia radical ou parcial ou bidpsia renal), sintomas
apresentados na admissdo, subtipo histologico do tumor, grau nuclear de Fuhrman (5),
estadiamento (segundo os critérios do American Joint Committee on Cancer (AJCC) / Union
for International Cancer Control) (6), primeiro tratamento realizado, obito, dbito por cancer,
sobrevida.

O estudo imuno-histoquimico dos casos para avaliacao da expressao da proteina PD-
L1, foi realizado com anticorpo SP263 (Ventana) (Roche Diagnostics, Indianapolis, EUA). Para
tanto, foi utilizada a técnica de Microarranjo tecidual (TMA — Tissue microarray), na qual uma
parte do tecido tumoral ¢ extraida dos blocos de parafina “doadores” e reincorporados em um
unico bloco receptor (microarranjo) em coordenadas de matriz definidas, permitindo a anélise
sob condig¢des idénticas e padronizadas. Os cortes de 4 micra foram submetidos a reagdo imuno-
histoquimica através do KIT (HiDefDetection™, Cell Marque, Rocklin, CA, EUA) com a
utilizacdo do anticorpo primario anti-PD-L1 e com marcacdo da reagdo com cromdgeno
marrom (DAB) e com contra coloracdo com Hematoxilina de Harris, com controle positivo de
tecido placentario em cada reagcdo. Foram avaliados os casos quanto a positividade ou ndo da
expressdo da proteina PD-L1. A avaliacdo dos casos foi realizada por dois observadores

médicos Patologistas (duplo cego), e a positividade da PD-L1 foi definida por CPS (“escore de



64

positividade combinada”) considerando CPS >1, onde CPS ¢ o nimero de PD-L1 positivo nas
células (células tumorais, linfécitos e macrofagos) dividido pelo niimero total de células
tumorais viaveis, multiplicado por 100. Como nao existe ainda um protocolo especifico para
CPS de PD-L1 em Carcinomas Renais, a contagem foi baseada no protocolo utilizado para
Carcinomas Uroteliais de bexiga, para os quais a avalia¢do de biomarcadores tumorais tém sido
realizada e comparada com a utilizagao de diferentes drogas terapéuticas (Estudos em fase III)
(7), onde: a expressdo da PD-L1 em <1% = zero, PD-L1 1-5%= 1, PD-L1 >5% =5 e PD-
L1 >50% = 50. O resultado foi expresso de forma categorizada como amostra PD-L1(+) quando
este escore foi igual ou superior a 1 e casos PD-L1 (-) quando o mesmo foi menor que 1.

Esta metodologia para a analise imuno-histoquimica foi escolhida na tentativa de se
reproduzir as avaliagdes utilizadas na pratica clinica, como também atender as evidéncias de
que a expressao do PD-L1 em células imunes intra e peritumorais tem papel importante na
manifestagdo do fendtipo de evasdo imune e que, por isso, provavelmente o CPS expressa
melhor o papel progndstico (8).

Os dados adquiridos foram duplamente digitados em banco de dados desenvolvido no
programa Epidata versdo 3.1 (distribuicao livre). A andlise estatistica foi executada no programa
de andlises estatisticas PSPP (distribuicao livre). A andlise consistiu na distribuicdo das
frequéncias das varidveis e a associa¢do entre as varidveis independentes com a variavel
dependente foi verificada por meio do teste Qui-quadrado, empregando-se nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS

No periodo considerado no estudo foram identificados 167 casos de CCR, e os dados
sociodemogréaficos e clinicos dos pacientes estudados estdo apresentados na Tabela 1. Observa-
se que a maior prevaléncia de CCR se encontra entre a faixa etaria dos 60 aos 79 anos (54,5%),
seguida pela faixa etaria dos 40-59 anos de idade, com predominio de pacientes do sexo
masculino (69,5%). Quanto as condicdes clinicas, € possivel observar que 60% dos pacientes
negavam o uso de tabaco, enquanto 31,7% afirmavam tabagismo. Predominaram pacientes com
diagnostico de hipertensdo arterial sistémica (56%) e com IMC < 30 (68%).

Ainda, em relagédo aos dados clinicos, € possivel observar que o sintoma mais frequente
entre os pacientes da amostra foi dor lombar, ocorrendo de forma isolada (25,6%) ou em
associacdo com demais sinais ou sintomas presentes — colica renal, hematuria, febre, perda
ponderal, oligtria/andria (9,8%). E importante destacar que houve um nimero significativo de

pacientes assintomaticos na amostra (25,6%). Além disso, alguns pacientes apresentaram
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sintomas diversos, os quais foram incluidos no item “Outros”, que inclui: dor abdominal, dor

em flanco, dor em hipoc6ndrio, ndusea/cefaleia/sincope, dispneia e disuria.

Tabela 1. Dados sociodemogréficos e clinicos de uma amostra de pacientes diagnosticados
com CCR que tiveram seu anatomopatoldgico analisado em um hospital terciario de Passo

Fundo, RS, entre 2000 e 2015 (n=167).

Variaveis n %
Idade (anos completos)
20-39 8 4,8
40-59 63 37,7
60-79 91 54,5
>80 5 3,0
Sexo
Feminino 51 30,5
Masculino 116 69,5
Tabagismo (n=120)
Nunca 72 60,0
Sim 38 31,7
Ex-tabagista 10 8,3
Hipertensdo Arterial Sistémica (n=140)
Sim 79 56,4
Né&o 61 43,6
IMC>30 (n=128)
Sim 41 32,0
N&o 87 68,0
Sinais e Sintomas no momento da admissao (n=113)
Assintomaticos 29 25,6
Somente dor lombar 29 25,6
Dor lombar associada a demais sinais/sintomas 11 9,8
Colica renal 1 0,9
Somente hematuria 11 9,8
Hematdria associada a outros sinais/sintomas 4 3,5
Somente perda ponderal 3 2,7
Perda ponderal associada a outros sinais/sintomas 2 1,8
Oliguria/Anuria associada a outros sinais/sintomas 1 0,9
Outros 22 19,4

CCR: Carcinoma de Células Renais; IMC: indice de Massa Corpérea.

As caracteristicas das neoplasias estudadas estdo descritas na Tabela 2. Como esperado,

a maioria dos casos foi classificada como CCR de células claras (89,1%), seguido do subtipo

papilar, abrangendo 4,9% dos casos. Em relacdo ao grau Nuclear de Fuhrman, foi possivel

perceber que a maioria dos CCRs era classificada como Grau Nuclear 11 (70,2%), enquanto o

Grau Nuclear 1V se apresentou como o menos frequente (3,1%).

Na maioria dos casos, o tamanho do tumor primario foi classificado como T1 (57,2%),

0 acometimento de linfonodos regionais foi ausente (86,9%), assim como a auséncia de
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metastases a distancia (93,0%). Nesse sentido, o estadiamento mais frequente se mostrou o
estadio | da doenca (55,8%). Ademais, duas perdas ocorreram na variavel “procedimento que
gerou o anatomopatoldgico”, onde apesar do laudo ter sido elaborado, 0 procedimento nédo

estava descrito.

Tabela 2. Caracteristicas histopatologicas dos tumores de pacientes diagnosticados com
CCR que tiveram seu exame anatomopatologico analisado em um hospital terciario de Passo
Fundo, RS, entre 2000 e 2015 (n=167).

Variaveis n %
Procedimento que gerou anatomopatoldgico (n=165)
Nefrectomia Radical 133 80,6
Nefrectomia Parcial 27 16,4
Biopsia Renal 5 3,0
Subtipo Histologico (n=165)
Células Claras 147 89,1
Papilar 8 4,9
Cromdfobo 6 3,6
Cistico Multilocular 4 2,4
Grau Nuclear de Fuhrman (n=161)
I 23 14,3
1 113 70,2
Il 20 12,4
v 5 3,1
Tumor primario (n=145)
Tx 1 0,7
T1 83 57,2
T2 30 20,7
T3 26 17,9
T4 5 3,5
Linfonodos Regionais (n=145)
NX 16 11,0
NO 126 86,9
N1 3 2,1
Metéastases a distancia (n=144)
MO 134 93,0
M1 10 7,0
Estadiamento
I 82 55,8
1| 29 19,7
i 22 15,0
v 14 9,5

CCR: Carcinoma de Células Renais

Na Tabela 3 é possivel observar os dados obtidos sobre o tratamento e desfecho dos

pacientes da amostra. Com relacdo ao primeiro tratamento realizado no hospital, é possivel



67

perceber que a ressecgdo cirdrgica da lesdo, seja ela uma nefrectomia radical ou parcial, é o
tratamento de escolha, sendo que foi realizado em 94,6% dos pacientes da amostra.

Quanto aos oObitos e a sobrevida, do total de 167 pacientes da amostra, foram registrados
em prontuario 57 dbitos, sendo que destes, 70% foram confirmados como 6bito por cancer. A
sobrevida dos pacientes varia, sendo em média 4,09 + 2,5 anos. Por fim, vale ressaltar que pode
ter ocorrido uma subestimacéo dos dados de 6bitos e sobrevida dos pacientes, visto que muitos
dos 6bitos ndo estdo registrados em prontuério, desse modo néo foi possivel calcular a sobrevida

destes pacientes.

Tabela 3. Primeiro tratamento e dados de 6bito de pacientes diagnosticados com CCR que
tiveram seu anatomopatolégico analisado em um hospital terciario de Passo Fundo, RS, entre
2000 e 2015 (n=167).

Variaveis n %
Primeiro Tratamento Realizado no Hospital
Nenhum 1 0,60
Resseccdo Cirurgica 158 94,6
Radioterapia 2 1,2
Quimioterapia 1 0,6
Imunoterapia 4 2,4
Outro 1 0,6
Obitos (n=57)
Obito por Cancer 40 70,1
Obito por outra causa 12 21,1
Causa ndo especificada 5 8,8
Sobrevida (n=57)
<12 meses 12 21,1
>12 meses 45 78,9

CCR: Carcinoma de Células Renais

A relacdo entre a expressdo da proteina PD-L1 e demais variaveis, se encontra na tabela
4. A analise da presenca da proteina PD-L1 foi realizada em 68/161 casos, e a selecdo das
amostras para a realizacdo da imuno-histoquimica se deu pela maior preservacdo do tecido
tumoral, desse modo, os blocos de anos mais recentes foram selecionados para a analise. Dos
68 casos submetidos a analise, todos apresentaram algum grau de expressdo para PD-L1,
havendo concordéncia total entre os dois observadores, sendo estes avaliados acordo com o
escore de positividade combinada (CPS). A expressdo positiva foi considerada valida somente
em casos onde a expressao era maior ou igual a 1%.

Ainda na Tabela 4 se observa os resultados da aplicagdo o teste de Qui-quadrado na PD-
L1 com demais variaveis. E possivel constatar que as Gnicas analises com significancia

estatistica sdo as que contém as variaveis “0bito” e “sobrevida” onde se observa que a maioria
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dos pacientes com resultado PD-L1 teve seu 6bito confirmado (6,0%) e sobreviveu menos de
12 meses (15%).

Tabela 4. Relacdo entre a expressao do ligante de morte programada 1 e as variaveis de
estadiamento, tratamento, Obito e sobrevida dos pacientes incluidos no estudo (n=68).

PD-L1 Positivo PD-L1 Negativo

(=1%) (<1%)
(n=5) (n=63)
Variaveis N % n % p*
Estadiamento (n=64) 0,25
I 1 1,6 33 51,6
I 1 1,6 13 20,3
i 2 3,1 10 15,6
v 1 1,6 3 4,7
Primeiro Tratamento Realizado
no Hospital (n=67) 0,77
Resseccdo Cirurgica 5 75 61 91,0
Quimioterapia 0 0,0 1 15
Obitos (n=67) 0,01
Obito confirmado 4 6,0 16,0 23,9
Né&o especificado 1 1,5 46 68,7
Obito por Cancer (n=20) 0,53
Sim 3 15,0 14 70,0
Obito por outra causa 1 5,0 2 10,0
Sobrevida (n=57) 0,03
<12 meses 3 15,0 3 15,0
>12 meses 1 5,0 13 65,0

Fonte: Elaborado pelos Autores (2021).

DISCUSSAO

Neste estudo, foi possivel observar um predominio de idosos entre os pacientes com
diagnostico histopatoldgico confirmado de CCR, sendo que a faixa etaria entre os 60-79 anos
foi a mais acometida por este tipo de neoplasia, 0 que vai de acordo com a literatura
internacional, na qual prevaléncias semelhantes sdo encontradas (9,10). Quanto ao sexo, 0 CCR
se apresentou cerca de duas vezes mais comum em homens do que em mulheres, em
concordancia com estudos epidemioldgicos de cancer (10,11).

No que tange ao tabagismo, em uma meta-analise publicada em 2016, o uso de tabaco
foi associado com uma maior incidéncia e mortalidade de CCR (12). Na amostra do presente
estudo 31,7% dos pacientes afirmava tabagismo, enquanto 8,3% se declarava ex-tabagista,
porém, nenhuma anélise foi realizada buscando comparar a incidéncia e a mortalidade. As
condigdes clinicas “hipertensao arterial sistémica” e “IMC>30”, tidas como fatores de risco

estabelecidos para CCR (13,14), foram encontradas, respectivamente, em 56,4% e 32,0% dos
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pacientes. Devido a escassez de dados nacionais da prevaléncia de tais condigdes em pacientes
portadores deste tipo de neoplasia, sugere-se que mais estudos sejam feitos abordando tais
aspectos.

Com relacdo a clinica apresentada por pacientes portadores de CCR, a literatura
apresenta sinais classicos de pacientes portadores de CCR, dentre os quais se incluem: dor em
flanco, hematuria e massa abdominal. Contudo, em poucos pacientes esses sinais estdo
presentes (9%) , e, nos ultimos anos, o diagndstico incidental por meio de exames de imagem
tem aumentado (1,15). Na amostra estudada, observa-se o carater assintomatico da doenca em
cerca de um quarto dos casos, e que, dor lombar isolada ou em associagcdo com demais sinais e
sintomas foi 0 achado clinico mais prevalente entre os pacientes da amostra. Além disso, a
hematuria foi um achado clinico que esteve presente em aproximadamente 10% da amostra,
contudo, houve limitacdo quanto a disponibilidade nos prontudrios da descricdo de demais
sinais constituintes da triade classica do CCR.

O subtipo histolégico mais frequente foi o de células claras, compreendendo 89,1% da
amostra, seguido do subtipo papilar (4,9%) e cromo6fobo (3,6%). Quanto ao Grau nuclear de
Fuhrman, o grau Il se mostrou o mais prevalente entre os pacientes da amostra. Tanto o subtipo
histolégico CRCC quanto os graus nucleares mais avancados sdo considerados preditores de
pior prognostico nesses pacientes (10,16,17).

A respeito do tamanho do tumor primario “T”, no presente estudo foi observado um
predominio de tumores menores de 7cm (57,2%), enquanto em outros estudos a prevaléncia do
tamanho menor que 7cm foi de aproximadamente 40% (18,19). O tamanho do tumor é parte do
sistema TNM de estadiamento e permanece importante para o prognéstico, assim como o “N”
e 0 “M”, que no vigente estudo tiveram prevaléncias de maiores para NO (86,9%) e MO0 (93,0%).
Pacientes que apresentam tumores maiores, metastases para linfonodos locais e metastases a
distdncia tem piores prognosticos e taxas de sobrevida bem menores daqueles que apresentam
um TNM inferior.

Para além do sistema TNM de estadiamento, observa-se um crescente interesse em
novos marcadores de prognastico, visto que uma caracteristica marcante dos CCRs é a elevada
mortalidade pela doenca, com taxas de sobrevivéncia constantes nos ultimos anos (4,20).
Somado a isso, proteinas como a PD-L1 podem ser utilizadas como alvos terapéuticos assim
como marcadores prognosticos. Nesse sentido, no presente estudo buscou-se identificar alguma
associacdo da expressdo da proteina PD-L1 com componentes do prognéstico dos CCRs
(TNM), assim como verificar sua possivel relacio com a sobrevida e Obito de pacientes

portadores desta doenca.
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Ao estabelecer-se o teste de Qui-quadrado buscando comparar presenca de PD-L1 com
0 estadiamento clinico do tumor (TNM), foi possivel observar que os casos positivos para PD-
L1 estiveram presentes nos estadios I, Il e IV em igual propor¢éo (1,6%), e no estadio Il na
porcentagem de 3,1%, ndo apresentando significancia estatistica neste caso (p>0,05).
Comparando a presenca de PD-L1 com os 6bitos por cancer, foi possivel perceber que 6% dos
pacientes com positividade para PD-L1 tiveram 6bito por cancer confirmado, enquanto apenas
1,5% dos casos positivos a causa do ébito foi outra que ndo em razdo do carcinoma. Contudo,
vale ressaltar que tais resultados com a auséncia de significancia estatistica podem ter se dado
em razdo da amostragem de pacientes com PD-L1 positivo ser muito baixa, emergindo a
necessidade de estudos que consigam abranger uma amostra maior com positividade desta
proteina, para que se tenha uma observacdo adequada de suas potencialidades.

No que tange ao primeiro tratamento recebido no hospital, todos os casos positivados
para PD-L1 receberam tratamento cirdrgico (p>0,05). Cabe ressaltar que a ideia inicial dos
autores era procurar relacdo entre a positividade da proteina estudada e principalmente os
resultados de tratamentos com imunoterapia nestes pacientes. Este estudo nao foi possivel pois
do total da amostra analisada, apenas 4 pacientes foram submetidos ao tratamento
imunoterépico, porém estes ndo se encaixavam nos critérios de inclusdo para a analise Imuno-
histoquimica realizada. Desse modo, com os dados obtidos para esta amostra, fica possivel
observar que o tratamento inicial de escolha é a nefrectomia, seja ela parcial (na tentativa de
preservacdo de parte do parénquima renal) ou radical (extracdo completa do rim) (21,22). Além
disso, se infere que a razdo do alto nimero de nefrectomias nesta amostra é a prevaléncia
superior de casos com estadiamento | do TNM, com doenca limitada ao rim, sendo assim, a
nefrectomia é considerada um tratamento curativo.

Ao realizar o teste de Qui-quadrado buscando comparar a positividade da proteina PD-
L1 com os 6bitos dos pacientes da mostra, pode-se perceber que 6,0% dos pacientes que tiveram
seu Obito confirmado possuiam positividade para PD-L1, enquanto em 1,5% dos pacientes com
positividade o obito ndo pode ser confirmado. Nesse sentido, observou-se associacdo entre
mortalidade e positividade de PD-L1 (p<0,05). Em estudos similares onde a expresséo de PD-
L1 era avaliada e relacionada com o desfecho do paciente com CCRs, resultados semelhantes
foram obtidos, onde a mortalidade geral e especifica por cancer eram observadas nesses
pacientes (23,24).

Além disso, ao estabelecer-se o teste com as variaveis PD-L1 e sobrevida dos pacientes,
pode-se constatar que 15% dos pacientes tiveram uma sobrevida menor de 12 meses com PD-

L1 positivo, enquanto apenas 5% dos pacientes com a positividade confirmada teve uma
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sobrevida maior de 12 meses. Em contrapartida, os pacientes que obtiveram resultado negativo
no teste de PD-L1 (65% dos pacientes), tenderam a ter uma sobrevida maior, ultrapassando 0s
12 meses (p<0,05). Essa observacao ja foi constatada também em demais estudos abrangendo
CCRs com positividade para PD-L1 (4,8,23-25), o que pode indicar o importante papel
desempenhado por essa proteina na resposta imune especifica contra os tumores, determinando
uma maior agressividade e uma sobrevida mais breve.

Ademais, ndo somente o PD-L1 tem sido estudado como marcador prognostico no CCR,
incluindo aqui diversas proteinas e achados como promissores, dentre 0s quais pode-se citar a
survivina, anidrase carbénica IX, Fator 1 alfa induzido por hipdxia (25-28). Nessa perspectiva,
buscar compreender os mecanismos de funcionamento da resposta imune contra o tumor e sua
relacdo com demais marcadores e em especial o PD-L1 pode proporcionar uma maior
exceléncia e acuraria na definicdo do prognostico individual de cada paciente, melhorando
assim a terapia direcionada a cada caso e o consequente desfecho dos pacientes.

Por fim, em relacdo as limitagGes do estudo, é valido ressaltar que a utilizacdo de dados
de prontuarios pode ndo refletir de maneira fidedigna a realidade, uma vez que diversas
informacBes podem se encontrar ocultadas/ndo descritas ou ainda incorretamente registradas.
Também é possivel que tenha ocorrido um viés de informacdo no que se diz a respeito dos
sinais e sintomas dos pacientes na admiss@o, de modo que a dor lombar observada na maioria
dos pacientes, como tem prevaléncia elevada por outras razdes, pode ter se apresentado como
sintoma de uma comorbidade associada e ndo ligada ao CCR. Além disso, este estudo teve uma
limitacdo numérica nos casos de positividade para PD-L1, o que pode ter ocorrido tanto pela
real caracteristica dos CCRs da amostra quanto pela qualidade e preservacdo comprometida do

material.

CONCLUSOES

Os achados de condi¢des sociodemograficas, assim como o0s achados clinicos,
histologicos e patoldgicos de pacientes com diagnostico confirmado de CCR, foram
consistentes com os resultados da literatura. Além disso, é possivel concluir também, que na
amostra estudada, a expressdo da proteina PD-L1 foi significativamente associada a
mortalidade mais precoce em pacientes portadores de CCR (p<0,05). Nesse sentido, em adi¢ao
a indicadores progndsticos bem consolidados, como 0 TNM e o Grau de Fuhrman, o PD-L1
tem potencial para ser utilizado como marcador progndstico em CCRs. A vista disso mais
estudos devem ser realizados com o objetivo de identificar e consolidar o potencial de marcador

prognostico e alvo terapéutico do PD-L1.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a expressdo da proteina PD-L1 em
CCRs e relaciona-la com dados obtidos em prontuario. Ao finalizar o projeto, € possivel
observar que, mesmo com algumas pequenas alteracdes na metodologia e perdas de dados
devido a auséncia de informacdes nos prontuérios, o objetivo principal foi alcancado. Nesse
sentido as observacdes feitas a partir deste estudo podem ajudar a futuramente desenvolver uma
melhor acurécia no prognéstico do CCR. Observar e definir fatores prognésticos possibilita
contribuir para uma melhor definicdo e aperfeicoamento no tratamento desses pacientes,

influenciando assim no desfecho desses pacientes.
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5 ANEXOS
ANEXO 1 — Normas do Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial.

INSTRUCOES AOS AUTORES

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), continuacdo do Jornal
Brasileiro de Patologia, de periodicidade continua, € o 6rgéo oficial da Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML). E indexado no Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), no Periodica e no Chemical Abstracts,
além de ser integrante da base de dados Scientific Electronic Library Online (SciELO). Destina-
se a publicacdo de trabalhos cientificos que contribuam para o desenvolvimento da area de
Medicina Laboratorial e aceita as seguintes categorias: artigos originais, de revisdo, relatos de
caso, comunicagdes breves e cartas aos editores. Os trabalhos podem ser submetidos nos
idiomas portugués, inglés ou espanhol, mas o texto completo serd publicado em inglés e
portugués, com resumo em portugués e espanhol.

ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido sera enviado para, pelo menos, dois avaliadores independentes, pares
cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area contemplada pelo artigo. Apos
analise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML entrard em contato com o autor principal
comunicando 0s passos a serem seguidos na aceitacdo do trabalho para publicacdo ou sua
eventual rejeicdo.

ETICA

Estudos realizados com seres humanos, incluindo 6rgéos e/ou tecidos isoladamente, bem como
prontuarios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverdo estar de acordo com a Resolugédo
196/96 do Conselho Nacional de Saude. Quando pertinente, o trabalho enviado devera ser
acompanhado de cpia do comprovante de aprovacéo por um Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (exceto dados de dominio publico).

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados 0s principios éticos de
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e as
normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory
Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council, Washington,
D.C., 1996).

As drogas e substancias quimicas eventualmente utilizadas na realiza¢éo do trabalho devem ser
identificadas com preciséo.

N&o devem ser utilizados nomes ou iniciais do paciente nem informados nomes comerciais, de
empresas e/ou registros de hospitais.
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RESPONSABILIDADE DA AUTORIA E CONFLITO DE INTERESSES

De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada para: a) concepcao e projeto
do trabalho ou aquisicdo, analise e interpretacdo dos dados; b) redacdo inicial do artigo ou
revisdo critica do seu contetdo; c) aprovacdo final da versdo para publicacdo; d)
responsabilidade para todos os aspectos do trabalho, garantindo que questdes relacionadas com
acuracia ou integridade de qualquer parte do trabalho sejam adequadamente investigadas e
analisadas. Todos os autores listados no artigo devem preencher os quatro critérios de validagédo
de autoria para serem designados como tal. Os participantes do trabalho que ndo preencherem
0s quatro critérios devem ser incluidos na sec¢do de Agradecimentos (Acknowledgements). O
autor principal deve especificar a contribuicao de cada um nas diferentes etapas do estudo.

Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de possiveis conflitos
de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado como nota no final do artigo.

TITULACAO

O nome dos autores devera ser referido da seguinte forma: primeiro nome e Gltimo sobrenome
serdo grafados por extenso e nomes intermediarios serdo abreviados. Acrescentar ap0s 0 nome
de cada autor seu respectivo ORCID. Deve-se inserir nos créditos apenas a Instituicdo onde
cada autor atua. O nome da institui¢do sera grafado em portugués ou no idioma do pais sede da
instituicdo, relacionado por nimero ao nome dos autores correspondentes.

RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois resumos: um
em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos devem identificar os
objetivos, os procedimentos e as conclusdes do trabalho (maximo de 250 palavras para artigos
originais e artigos de revisao; e maximo de 100 palavras para relatos de caso e comunicacdes
breves).

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser em namero
de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) da
BIREME, acrescidos de outros termos, quando necessario. Devem ser apresentados em
portugués e inglés.

AGRADECIMENTOS

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicdo que contribuiu
substancialmente para a elaboragdo do trabalho. Devem ser incluidos ap6s as conclus@es e antes
das referéncias bibliograficas.
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ESTRUTURA DO TEXTO
Artigos originais

Sao contribuicBes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original, inédita, que possam ser
replicados ou generalizados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura formal
deve seguir 0 esquema de apresentacdo do texto para esse tipo de artigo: Introducédo, Objetivos,
Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e Referéncias.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussdo. ImplicacBes clinicas e
limitacGes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o detalhamento do topico
Material e Método. Para esses artigos, exige-se a apresentacao de resumos estruturados em
portugués e inglés, com cabecalhos obedecendo a apresentacédo formal do artigo: Introducao,
Obijetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e Referéncias. O Abstract
(resumo em inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias devem aparecer no
final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir.

Comunicac0es breves

Sdo relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com achados
sugestivos que garantam uma investigacdo mais definitiva; 2) estudos de replicagéo; e 3)
estudos negativos de tdpicos importantes. Esses artigos devem ter até 1.500 palavras, incluir
resumo ndo estruturado e, no maximo, uma tabela ou figura, além das referéncias.

Arte na ciéncia

Nesta secdo, serdo aceitas manifestacGes artisticas relacionadas com a ciéncia e documentagdes
cientificas que possam ser consideradas como arte. Incluem-se, mas nao esgotam as
possibilidades, textos literarios, poemas, fotografias, quadros e figuras.

Artigos de reviséo
Serdo aceitos apenas mediante convite.

Avaliagdes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto, devem incluir
conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizacdo do texto, com exce¢do de Introducéo,
Discussdo e Conclusdo, fica a critério do autor. Para esses artigos, exige-se um resumo
estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista extensa de referéncias bibliograficas
deve aparecer no final do texto.

Artigos de atualizacéo

Sdo trabalhos descritivos e interpretativos com base na literatura recente sobre a situacéo global
em que se encontra determinado assunto. Devem conter até 3 mil palavras. A estrutura do texto
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fica a critério do autor, mas deve haver um resumo nao estruturado no idioma do texto e outro
em inglés, além de referéncias bibliograficas.

Relatos de caso

Sdo trabalhos de observagdes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de anélise e
discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar, no minimo, 0s
seguintes topicos: Introducdo, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussdo. Incluir um resumo nao
estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Cartas aos editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar pesquisas
originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no maximo 500 palavras
(incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdo consideradas se estiver explicita a frase
"para publicacao".

REFERENCIAS

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser numeradas
sucessivamente pela ordem em que sdo mencionadas pela primeira vez no texto. Devem seguir
as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periddicos deverdo ser referidos na forma
abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexed in Index Medicus). Se a
lista de referéncias ndo seguir a norma adotada, os trabalhos serdo imediatamente rejeitados,
sem revisao de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da lista de
referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A exatiddao das
referéncias bibliogréaficas é de responsabilidade dos autores. Comunicac6es pessoais, trabalhos
inéditos ou em andamento poderdo ser citados, quando absolutamente necessarios, mas nédo
devem ser incluidos na lista de referéncias bibliograficas; apenas mencionados no texto ou em
nota de rodapé.

ABREVIACOES E NOMES DE MEDICAMENTOS

As abreviacOes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizacdo. Empregar
0 nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de componentes ndo disponiveis para
prescrigéo.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no sistema métrico
decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema Internacional (SI) entre
parénteses.



