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RESUMO

A pesquisa sobre biomarcadores no carcinoma de células renal (CCR) ¢ fundamental para
compreender a biologia do tumor e fornecer op¢des de terapia-alvo. Dentre varias moléculas
promissoras, a Anidrase carbdonica nove (CA9 / CAIX) ¢ marcador de hipoxia e tem sua
expressdao descrita em diferentes tipos de cancer. Em CCR subtipo células claras, a alta
expressdo da CAIX tem sido relacionada com fendtipo menos agressivo do tumor, conferindo
melhor progndstico e resposta terapéutica. No entanto, sua aplicacao na rotina diagndstica nao
esta consolidada, muito provavelmente, devido resultados controversos. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar a expressao génica e proteica de CA9/CAIX em CCR, associando os
perfis de expressdo com o prognostico da doenca, parametros histopatoldgicos, clinicos e
subtipos histolégicos de CCR. A metodologia incluiu a utilizacdo da plataforma KM-Plotter
para a andlise da expressdo génica com dados de amostras de tumores, metastases e tecidos ndo
neoplasicos, em mais de um banco de dados. Realizou-se imunohistoquimica para CAIX em
uma coorte de CCR do HC-UFTM. Observou-se que, amostras tumorais ¢ metastaticas
apresentam expressao significativamente maior de C49 do que amostras nao neoplasicas. A
baixa expressao CA9 foi associada com sobrevida global menor no subtipo CCRcc e maior
sobrevida em CCRp (papilifero). Todas as amostras tiveram imunomarcagao positiva, sendo
observada mais expressdao nos subtipos células claras e papilifero. A expressdo proteica mais
elevada foi associada com graus de Fuhrman mais elevados (grau 1 versus 4). Nao houve
associagdo do perfil proteico com sobrevida dos pacientes. Nossos achados lancam duvidas
sobre a real importancia da CAIX no prognostico e progressao do CCR, sugerindo que a
avaliacao da CAIX em coortes com poucos casos de metastases pode ndo ser suficiente para
inferir seu potencial valor como biomarcador.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células renais (CCR) ¢ uma neoplasia maligna, que sde origina em
células epiteliais. E o cancer uroldgico mais letal e mais comum em seres humanos. Devido sua
natureza assintomatica, o diagnodstico ¢ impreciso e muitas vezes acidental, quando a massa
tumoral ¢ identificada em exames de imagem de rotina (Comissao Permanente de Protocolos
de Atencao a Saude, 2019).

A carcinogénese renal tem progresso silencioso e 30% dos pacientes apresentam
metastase ao diagndstico. Além disso, 30% dos casos com doenga localizada desenvolvem
metastase com o tempo (Corgna et al., 2007). A sobrevida em cinco anos ¢ de apenas 12% para
pacientes com metdstases a distancia e de 80% para aqueles com tumor localizado (Rasmussen,
2013). Um dos parametros histopatoldgicos associados com a agressividade ¢ o grau de
Fuhrman, que classifica as alteragdes morfoldgicas dos nucleos celulares em quatro graus. O
grau 1 corresponde a células pequenas com nucleos redondos, uniformes e quase ou sem
nucléolos; No grau 2 os ntcleos sdo desuniformes e possuem nucléolos; No grau 3 os nucleos
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sd0 heterogéneos com nucléolos grandes e, no grau 4, os nucleos sdo multilobulados e
apresentam aglomerados de cromatina. Além disso, baseado no tamanho do tumor, presenca de
linfonodos acometidos pela neoplasia e presenca de metastase a distancia, faz-se o estadiamento
TNM da doenga, importante para prever a sobrevida do paciente, sendo os estadios 1 e 2
associados com sobrevida geral em cinco anos de 80% a 90% (Erdogan; Demirel; Polat, 2004).
Os tipos histologicos mais comuns sao o de células claras (CCRcc), papilares (CCRp) e
crom6fobos (CCRer). O subtipo células claras possui prognostico desfavoravel e compreende
cerca de 80% dos diagndsticos (Yu et al, 2020). O papilar corresponde de 10% a 15% dos
diagnosticos e possui dois subtipos (1 e 2), sendo o tipo 1 de melhor prognostico do que o tipo
2. O cromofobo representa 5% a 10% dos diagndsticos, com prognostico mais favoravel
comparado aos subtipos anteriores (Brasil, 2023).

O CCRcc ¢ caracterizado pela inativacao bialélica do gene von Hippel Lindau (VHL),
em mais de 80% dos casos. Quando se tem inativagcdo do VHL, este ndo reconhece HIF-1, que
por sua vez, nao ¢ degradado e transloca para o nicleo. No ntcleo, o HIF-1 induz a transcri¢ao
de multiplos genes, promovendo o crescimento € sobrevivéncia celular. Dentre os genes
regulados pelo fator induzivel por hipoxia 1 (HIF-1), destaca-se a anidrase carbonica nove
(CA9), que codifica a proteina CAIX, marcador classico de hipoxia tumoral (Takacova et al.,
2012). A CAIX ¢ membro de uma familia da anidrases carbonicas, € atua no transporte
transmembrana de CO2 e na regulacdo do pH intracelular e extracelular. Sua expressao proteica
ja foi descrita em cancer de pulmao, gastrico, mama, colo do utero e CCR, dentre outros
(Courcier et al., 2020). Em CCRcc, estudos sugerem que a alta expressdo da CAIX esta
relacionada com fendtipo menos agressivo do tumor, conferindo melhor prognostico e resposta
terapéutica, enquanto sua baixa expressdo sugere fenotipo mais agressivo. Considerando a
inativacdo do VHL nos casos de CCRcc, espera-se que a desregulacao na expressao da CAIX
ocorra independente da hipoxia tumoral (Takacova, et al., 2012). No entanto, a CAIX nao ¢
biomarcador consolidado no diagndstico histopatologico de CCR, nem tem sido investigada
nos demais subtipos tumorais.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a expressao génica e proteica da anidrase
carbonica 9, associando o padrio de expressdo com fatores prognosticos e de agressividade
tumoral.

2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido no setor de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias
Biolégicas e Naturais (ICBN) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Foram realizadas
analises in silico da expressdo da CA9, utilizando bancos de dados da plataforma KM-Plotter
(https://kmplot.com/analysis/). A expressao génica foi avaliada de acordo com caracteristicas
histopatologicas e sobrevida dos pacientes. Utilizou-se a base de dados da GEO (Bartha;
Gyorffy, 2021) com 277 tecidos renais nao neoplasicos (NN), 556 tumores e 58 tumores
metastaticos. Diferengas entre NN e tecidos tumorais (117 NN versus 535 CCRcc; 77 NN
versus 289 CCRp; 69 NN versus 65 CCRcr), bem como sobrevida geral (SG) e livre de recidiva
foram avaliadas na base de dados Pan-cancer RNAseq do The Cancer Genome Atlas (TCGA),
(Nagy A et al., 2021).

Realizou-se imunohistoquimica para CAIX em uma coorte local de CCR (n=117) do
Hospital das Clinicas (HC) da UFTM. Amostras representativas dos tumores foram utilizadas
para confeccdo de blocos de Tissue Microarray (TMA), com dois fragmentos tumorais de cada
caso. O controle positivo foi um caso CCRcc. Como controle negativo, realizou-se a
substitui¢do do anticorpo primdrio por solu¢ao de albumina bovina a 4%. A imunomarcacao foi
analisada pelo método semi-quantitativo. Para intensidade de marcagdo, pontuou-se 0 =
negativo; 1 = fraco; 2 = moderado; 3 = forte. Para quantidade de células positivas foi definido
0 =negativo; 1= <10%; 2= 10-50%; 3= 51-80%; 4=>80%. O escore de expressao foi definido
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pela multiplicagdo entre os valores de intensidade e porcentagem de células (Lin et al., 2018;
Eckert et al., 2019). O estudo foi aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro- UFTM- parecer n°: 4.981.821 de 17 de setembro de 2021.

As andlises estatisticas foram realizadas nos softwares IBM®SPSS®v.20 e GraphPad
Prism versdo 7.0. Adotou-se valor alpha = 0,05. Associagdes entre a expressao proteica e dados
clinicos/histopatologicos foram realizadas pelos testes chi-quadrado, Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis. Analises de sobrevida foram realizadas com curvas de Kaplan-Meier e teste log-rank.
Para a expressao génica, considerou-se o padrao de expressao alto/baixo. J4 na analise da
expressdo proteica, o padrio de expressdo positivo / negativo foi baseado no escore de
expressao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos casos avaliados por imuno-histoquimica era subtipo células claras
(77,9%), seguido do papilar (16,6%) e cromofobo (4,6%). Dados da Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) descrevem 16 subtipos histologicos de CCR, sendo o CCRcc, CCRp e o CCRer
correspondentes a 75-80%, 15-20% e 5% dos casos respectivamente (Lindgren et al., 2018).

Apesar das terapias direcionadas a inibi¢do das vias de angiogénese e imunoterapias
terem eficacia, especialmente para CCRcc com metéstases. A falta de marcadores prognosticos
consolidados persiste como uma lacuna na literatura e na pratica clinica. Portanto, a busca por
marcadores precisos que possam prever a progressao da doenga e sua resposta ao tratamento
continua como desafio (Apanovich et al, 2021). Neste contexto, a relacio da Anidrase
carbonica nove (CA9/CAIX) com a sobrevivéncia das células cancerigenas e sua influéncia na
resisténcia ao tratamento, sugere potencial indicador prognostico (Courcier et al., 2020;
Stillbroer et al., 2010). A investigacdo em CCR ¢ relevante porque no subtipo células claras, a
expressdo da CAIX pode ser desencadeada tanto pela inativacdo do gene supressor de tumor
VHL quanto pela hipoxia (Stillbroer ef al., 2010).

Observamos expressdo elevada e mais significativa do gene CA9 nos tecidos tumorais
e com metastases em comparagdo com tecidos normais. Tanto o CCRcc quanto o CCRp
exibiram maior expressdo do que os tecidos NN, sendo o CCRcc o que mais expressou,
semelhante aos achados em estudo anterior, Figura 1, (Apanovich et al., 2021).

Figura 1. Expressdo génica de CA9 em amostras tumorais, ndo neopladsicas (NN) e
metastaticas. A) Observou-se maior expressao no Tumor, seguido pelas amostras com
metastase. B) Expressdo elevada nos tumores CCRcc comparados ao NN. C) Maior expressao
no tumor subtipo CCRp em relacdo aos tecidos NN. D) CCRer expressa menos CA9 em
comparagdo com tecidos NN. FC: Fold-change.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.
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De maneira interessante, a baixa expressdo de CA9 teve associagdo com menor
sobrevida global dos pacientes nos subtipos CCRcc (Figura 2A). O que se mostrou de maneira
oposta para o0 CCRp (Figura 2C). A expressao de CA9 ndo caracterizou diferengas na sobrevida
livre de recorréncia (Figuras 2B e 2D).

Figura 2. A) Associagdo entre baixa expressdao de CA9 e menor sobrevida global (SG) no
CCRcc. B) Sobrevida livre de recorréncia (SLR) no subtipo CCRcc. C) Alta expressao de
CA9 associada a menor SG no CCRp. D) Auséncia de associagao entre SLR e expressao de
CA9 no CCRp. HR: hazard ratio. SG: Sobrevida global. SLR: Sobrevida livre de recorréncia.
Fonte: Elaborada pela autora, 2024.
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A imunomarcagdo para CAIX foi positiva em todas as amostras (Figura 3A-C).
Semelhante ao perfil da expressdo génica, o subtipo CCRcr teve menor expressao comparado
aos demais (ndo significativo, Figura 3D). Um estudo realizado com varios subtipos de CCR
(n=1809) também identificou expressao predominante da CAIX no CCRcc e escores negativos
para maioria dos CCRecr (Biischeck et al., 2018). No entanto, este mesmo estudo relatou
auséncia de expressdo, na maioria dos casos CCRp, em contraste com nossos resultados.
Esses dados ressaltam a importancia de investigar a expressao de CAIX e seus diferentes
perfis de expressdao nos subtipos de CCR, a fim de explorar seu potencial como biomarcador
(Biischeck et al., 2018).

Contrario ao esperado, identificamos associacdo significativa entre expressdo da
CAIX e grau de Fuhrman, indicando mediana de expressdao maior no grau 4, o que sugere
comportamento mais agressivo (Figura 3E). Estudo anterior relatou alta expressao proteica da
CAIX em graus de Fuhrman menores, estadios mais baixos do tumor, auséncia de metéstases e
maior tempo de SLR em CCRcc. Para o CCRp, o mesmo estudo identificou alta expressao
associada com menor SLR (Biischeck et al., 2018). Outro estudo com 321 CCRcc, concluiu
que a presenca de metéstases e baixos niveis de CAIX estavam relacionados com desfecho
desfavoravel da doenca, demonstrando associagdo significativa com menor sobrevida, grau de
Fuhrman, tamanho tumoral e comprometimento de linfonodos (Bui et al., 2003). Nao pudemos
estabelecer relacdo clara entre a expressdo proteica € os demais parametros clinico-
histopatologicos, talvez pelo baixo nimero de casos com metastase (9,2%) e envolvimento dos
ganglios linfaticos (4,6%), o que compromete as comparagdes entre grupos.

Observamos ainda que a expressao baixa/moderada de CAIX sugeriu menor sobrevida
global em todos os subtipos de CCR, comparada a forte expressao (Figura 4). Apesar desse
achado demonstrar perfil oposto do observado na andlise in silico, a falta de significancia
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impossibilita elaborar conclusdes.

Figura 3. Expressdo proteica de CAIX. A) Intensidade fraca em caso representativo de
CCRcc B) Intensidade moderada em caso representativo de CCRcr. C) Intensidade forte em
caso representativo de CCRp. D) Perfil de expressdo nos subtipos de CCR (NS=nao
significativo, teste Kruskal-Wallis). E) Associacdo significativa com grau de Fuhrman, sendo
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Figura 4. Curvas de sobrevida geral de acordo com a expressdo proteica de CAIX nos
principais tipos histologicos de CCR. A) Todos os subtipos de CCR B) CCrcc. C) CCRp. D)
CCRecr. Teste Log-rank.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Estudos semelhantes também ndo identificaram associagdes entre prognéstico e
expressao proteica da CAIX por expressao proteica (Zerati et al., 2013; Ingels et al., 2017). E
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possivel considerar a hipdtese de que o baixo numero de pacientes que foram a dbito (13,7%)
e a predominancia de casos sem metastases (87,8%) foram as principais limitagdes.

4 CONCLUSAO

Esses achados langam duvidas sobre a real importancia da CAIX no prognostico e
progressao do CCR. Com base nos resultados apresentados e em estudos similares, sugere-se
que a avaliagdo da CAIX em pacientes sem metastases pode ndo ser suficiente para inferir seu
potencial valor. Portanto, sdo necessarias investigagcdes mais abrangentes, com diferentes
subtipos histoldgicos, uma vez que a maioria dos estudos se concentra no CCRcc. No entanto,
os resultados do CCRp sdo intrigantes € merecem atencao especifica. Em futuras perspectivas,
esperamos correlacionar o CAIX com outros biomarcadores de agressividade tumoral,
aexemplo da vimentina, componente essencial para transi¢ao epitélio-mesenquimal.
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