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RESUMO 

Introdução: Os estudos das alterações de componentes da matriz extracelular 

(MEC) auxiliam na compreensão da fisiopatologia do desenvolvimento dos 

tumores. A investigação e identificação de novos marcadores moleculares em 

amostras de tecidos, sangue ou urina para o estadiamento da doença e melhor 

informação do prognóstico também ajuda na descoberta de moléculas alvo para 

novas alternativas de tratamento com menor toxicidade e maior eficiência. 

Objetivos: Identificar e quantificar glicosaminoglicanos e isoformas de 

heparanases nos tecidos tumorais e não neoplásicos de pacientes com 

carcinoma de células renais e glicosaminoglicanos sulfatos e ácido hialurônico 

na urina de pacientes com carcinoma de células renais comparando-se com 

indivíduos saudáveis. Métodos:  Este estudo foi constituído da análise de 24 

pacientes submetidos à nefrectomia radical ou parcial apresentando diagnóstico 

anatomopatológico de carcinoma de células renais, sendo quantificada a 

expressão da heparanase-1 (HPA1) por RT-PCR semi-quantitativo e RT-PCR 

em tempo real em amostras de tecido de carcinoma de células renais (tecido 

tumoral e não neoplásico). A expressão das isoformas de heparanases (HPA1 e 

HPA2) foi analisada utilizando imunohistoquímica. O perfil de 

glicosaminoglicanos sulfatados foi identificado e quantificado em 11 fragmentos 

de tecidos tumorais e tecidos não neoplásicos de carcinoma de células renais, 

utilizando eletroforese em gel de agarose. Os glicosaminoglicanos sulfatados e 

ácido hialurônico também foram analisados em amostras de urina dos pacientes 

com carcinoma de células renais, comparando-se com amostras de indivíduos 
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saudáveis. Resultados:  Os tecidos tumorais apresentaram aumento significativo 

da expressão da heparanase-1 (HPA1) comparativamente com os tecidos não 

neoplásicos, respectivamente, (3,99 ± 0,25) e (2,09 ± 0,20), (P < 0,05). A 

análise imunohistoquímica demonstrou que ambas isoformas HPA1 e HPA2, 

encontram-se expressas em tecido tumoral e não neoplásico de carcinoma de 

células renais. Entretanto, HPA1 apresenta aumento significativo de 

imunomarcação em tecido tumoral quando comparado com tecido não 

neoplásico (P < 0,002). Tal resultado não foi observado para a isoforma HPA2. 

Os resultados sugerem que a isoforma enzimaticamente ativa de 50 kDa da 

HPA1, identificada com o anticorpo HPA1 C20 parece ser a isoforma 

diferencialmente expressa nos tumores de células renais. Os tecidos tumorais 

apresentaram significativa diminuição na quantidade de heparam sulfato e 

dermatam sulfato e aumento do condroitim sulfato comparativamente com os 

tecidos não neoplásicos de carcinoma de células renais, respectivamente, HS 

(3,6 ± 3,5) e (17,6 ± 20,5), (P < 0,007); DS (16,9 ± 21,7) e (44,2 ± 28,5), (P 

< 0,04); CS (50,6 ± 37,2) e (10,0 ± 9,4), (P < 0,001).  As análises de 

glicosaminoglicanos sulfatados urinários e ácido hialurônico entre os pacientes 

com carcinoma de células renais e indivíduos saudáveis não apresentaram 

diferenças estatísticas significantes. Conclusão:  HPA1 e o condroitim sulfato 

que essencialmente encontram-se aumentados nos tecidos tumorais sugerem 

que tais moléculas possam estar envolvidas com modificações e remodelação 

da matriz extracelular podendo participar do processo de desenvolvimento dos 
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tumores de células renais, portanto, servir como marcadores e/ou alvo de 

terapias anti-tumorais em estudos futuros. 
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ABSTRACT 

Introduction:  The studies of extracellular matrix (ECM) alterations can be useful 

to understand the physiopathology of tumor development. The research and 

identification of new molecular markers in the tissues, blood and urine samples to 

perform a better diagnostic and prognostics can also help to discover new target 

molecules for alternative treatment with less toxicity and more efficiency. 

Objectives:  Identify and quantify glycosaminoglycans and heparanases isoforms 

in the tumor tissues and non neoplasic tissues from renal cell carcinoma patients 

and sulfated glycosaminoglycans and hyaluronic acid in the urine samples from 

renal cell carcinoma patients compared to healthy individuals. Methods:  This 

study evaluated 24 patients subjected to radical or partial nephrectomy with 

previous renal cell carcinoma diagnostic from anatomophatology. Heparanase-1 

(HPA1) expression was quantified by semi-quantitative RT-PCR and real time 

RT-PCR, using renal cell carcinoma samples (tumor and non neoplasic tissues). 

Heparanases isoforms (HPA1 and HPA2), were also analyzed by 

imunohistochemistry. Sulfated glycosaminoglycans profile had been identified 

and quantified in 11 tumor and non neoplasic samples from renal cell carcinoma 

patients using agarose gel electrophoresis. Sulfated glycosaminoglycans and 

hyaluronic acid were also analyzed in urine samples from renal cell carcinoma 

patients compared to the healthy individuals’ samples. Results:  There was a 

significant higher heparanase-1 (HPA1) expression in the tumor tissues 

compared with the non neoplasic tissues, respectively, (3.99 ± 0.25) and (2.09 ± 

0.20), (P < 0.05). Imunohistochemistry analysis had shown that both 
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HPA1 and HPA2 isoforms were expressed in the tumor and non neoplasic 

tissues from renal cell carcinoma patients. However, HPA1 presents a 

significant higher immunolabeling in the tumor tissue compared to the non 

neoplasic tissue (P < 0.002). The same result was not observed for HPA2 

isoform. Taken together the results suggest that the enzymatically active 

50 kDa isoform of HPA1, identified using HPA1 C20 antibody, seems to be 

the isoform diferentially expressed in renal cell tumors. Tumor tissues 

presented significant decrease of heparan sulfate (HS) and dermatan 

sulfate (DS) and higher chondroitin sulfate(CS), compared to the non 

neoplasic renal cell carcinoma tissues, respectivelly, for HS (3.6 ± 3.5) and 

(17.6 ± 20.5), (P < 0.007); DS (16.9 ± 21.7) and (44.2 ± 28.5), (P < 0.04); 

CS (50.6 ± 37.2) and (10.0 ± 9.4), (P < 0.001).  The analysis showed that 

sulfated glycosaminoglycans and hyaluronic acid in the renal cell patients and 

healthy individual urinary samples did not present any significant statistic 

difference. Conclusions:  HPA1 and chondroitin sulfate are essentially higher in 

tumor tissues suggesting that these molecules could be involved with 

extracellular matrix modifications and remodelling that participates into renal cell 

tumor development, and consequently be used as markers and/or target for anti-

tumor therapy in future studies. 
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1.1- Epidemiologia 

O carcinoma de células renais é responsável por 3% de todos os 

tumores no adulto, sendo o câncer urológico mais letal, com uma predominância 

em homens sobre mulheres de 1,5:1, ocorrendo principalmente entre 60-70 

anos. Desde 1950, a incidência anual tem crescido 130%, com uma taxa de 

3,7% por ano1. Nos Estados Unidos, a incidência alcançou 51190 novos casos e 

12890 mortes em 20071 e 54390 novos casos e 13010 mortes em 20081,2. O 

principal responsável pelo aumento do diagnóstico desse tumor é uma maior 

freqüência na realização de exames de imagem de rotina, levando ao 

diagnóstico incidental de lesões renais sólidas. Cerca de 54% dos tumores 

renais são diagnosticados no estádio inicial, 20% são localmente avançados e 

25% já apresentam metástases3. Quando o tumor renal apresenta metástase, o 

tratamento torna-se pouco efetivo devido à resistência tumoral, não sendo 

eficazes a radioterapia e a quimioterapia. A sobrevida geral de 5 a 10 anos é de 

65% e 56%, respectivamente, enquanto os pacientes com doença metastática 

apresentam uma sobrevida de 2 anos de 0 a 20%4.  

Estudos tentam correlacionar os fatores externos que predispõem ao 

carcinoma de células renais, porém, o único fator ambiental relacionado com o 

aumento da incidência do carcinoma renal é o tabagismo, aumentando o risco 

entre 1,4 a 2,3 vezes quando comparado com pacientes não tabagistas5. Várias 

outras possíveis causas do carcinoma renal foram estudadas. A obesidade eleva 

o risco provavelmente devido aos níveis de estrogênios aumentados e a maior 

disponibilidade de fatores de crescimento tipo “insulina-like”6. A hemodiálise é 
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um fator predisponente importante para o tumor renal de células claras. Ocorre 

um aumento no risco de ocorrer carcinoma de células renais de 0,1% por 

paciente, a cada ano de hemodiálise6. O avanço no estudo das doenças 

genéticas e da biologia molecular serviu para aumentar a compreensão da 

fisiopatologia do carcinoma de células renais, descobrindo novas drogas para o 

tratamento e tentando estabelecer novos marcadores tumorais para o 

diagnóstico precoce e prognóstico da evolução da doença, podendo servir 

também como possíveis alvos para terapias antitumorais. 

 

1.2- Fisiopatologia molecular e genética do carcino ma de células 

renais 

A identificação dos oncogenes e genes supressores foi de fundamental 

importância para o entendimento da fisiopatologia do tumor renal. A forma 

familiar mais comum é a doença de von Hippel-Lindau (VHL), que corresponde a 

uma rara doença autossômica dominante com a freqüência de 1/36.000 

pessoas7,8. O desenvolvimento do carcinoma de célula renal nesses pacientes 

ocorre entre 70-80%, geralmente entre os 40 e 50 anos de idade.8 O gene VHL 

supressor de tumor é composto por 213 aminoácidos, está localizado no 

cromossoma 3q25-26 e está envolvido na regulação da transcrição9. Várias 

funções já foram definidas para esse gene, tais como regulação da hipoxia, 

angiogênese, apoptose, metabolismo da glicose e fator de crescimento10. A 

fisiopatologia da falha da proteína do gene VHL está demonstrada na Figura 1. 
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Figura 1. Relação da proteína do gene VHL com a fis iopatologia do carcinoma de células 
renais . A) A proteína do gene supressor de tumor de von Hippel-Lindau (pVHL) que possui dois 
subdomínios, beta e alfa. O subdomínio alfa se liga a um complexo protéico, composto pelas 
proteínas elonguina C, B, Cul2 e Rbx1, Essas reações estimulam a ligação do subdomínio beta 
com o fator de indução de hipoxia (HIFα), que corresponde a um fator de transcrição. 
Posteriormente, o HIFα é degradado no proteossoma. Esses subdomínios são os locais onde 
ocorrem a maioria das mutações relacionadas com a doença de VHL produzindo uma afinidade 
do pVHL pelo HIFα8,10. B) Em condições de hipoxia, o HIFα não é hidroxilado e permanece ativo 
por mais tempo, pois não sofre ubiquitinização e não é degradado pelo proteossoma. Após a sua 
estabilização, o HIFα é transportado para o interior do núcleo e se une ao HIFɞ. A união dos 
HIFα e ɞ atua como um fator de transcrição dos genes relacionados com a angiogênese, 
proliferação celular, aumento da expressão de fatores de crescimento VEGF, PDGF, EGFR, 
TGF-alfa e FGF, os quais estimulam os receptores localizados na membrana plasmática dos 
vasos sanguíneos e das células renais a ativar outros receptores e proteínas, gerando 
sinalizações e ocorrendo o crescimento do tumor e sua neovascularização11. 
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A carcinogênese do tumor renal pelo gene VHL pode estar relacionado 

com a característica hereditária do paciente herdar um alelo com a mutação do 

VHL, conhecido como haplo-insuficiente para VHL ou ocorrer uma perda 

heterozigótica (LOH), em que transforma o haplo-insuficiente VHL em célula 

para a carcinogênese. O caminho em que ocorre a LOH do VHL é indeterminado 

e pode variar dependendo da hereditariedade. No rim VHL, a LOH do gene VHL 

pode ser demonstrada, sendo que isso não ocorre no tecido renal normal7,8. 

 

1.3- Histologia e morfologia do carcinoma renal 

O carcinoma de células renais apresenta tipos histológicos diferentes 

sendo que o mais freqüente é o carcinoma de células claras (70-80%), originado 

primariamente nas células do túbulo contornado proximal. O carcinoma papilar 

ou tubulopapilar (10-15%) é derivado da porção mais cortical dos ductos 

coletores e geralmente é hipovascular, apresentando um prognóstico mais 

favorável. O carcinoma cromófobo (4-5%) também é originado da porção cortical 

dos ductos coletores. O carcinoma de Bellini (1%) origina-se da porção distal do 

néfron, sendo mais freqüente em pessoas jovens e apresenta um pior 

prognóstico12,13. O carcinoma medular origina-se nas papilas renais, ocorre 

principalmente em jovens negros e também apresenta um mau prognóstico. 

Outro tipo de tumor é a variante sarcomatóide (1-5%), o qual não é considerado 

um tipo histológico distinto12,13. 

A graduação das características anatomopatológicas tem sido realizada 

para classificar e realizar o prognóstico das neoplasias. O sistema de 
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classificação de Fuhrman é baseado nas características nucleares das células 

tumorais: tamanho do núcleo, forma e presença ou ausência de nucléolos 

proeminentes. Essa classificação está associada como um importante fator 

isolado de prognóstico do tumor de células renais14. A Tabela 1 descreve as 

características observadas na classificação de Fuhrman. 

 

Tabela 1. Sistema de Classificação de Fuhrman 

Grau Tamanho 

do núcleo 

Margem do núcleo Nucléolo 

1 10 mm Redondo, uniforme Ausente 

2 15 mm Irregular Pequeno (visível com 400x magnificação) 

3 20 mm Irregular Proeminente 

4 > 20 mm Bizarro, multilobulado Proeminente, cromatina agrupada 

 

1.4- Fatores prognósticos  

Várias características tumorais tais como anatômicas, histológicas, 

clínicas e moleculares, têm sido pesquisadas na tentativa de prognosticar a 

evolução do tumor renal. Os estudos baseados nesse tema ajudaram a entender 

melhor o comportamento do tumor renal e o real significado de determinadas 

características dessa patologia15-17. Por esse motivo, os sistemas de 

estadiamento dos tumores têm sido muito utilizados, porém, reformulados 

constantemente, visto que tais classificações apresentam falhas e 

questionamentos sobre seus reais valores, principalmente quando são utilizados 

de forma isolada. Por esse motivo, devem-se utilizar várias informações 
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conjuntas, como os achados clínicos, o exame físico, o resultado da anatomia 

patológica, o grau de Fuhrman, invasão microvascular, invasão de sistema 

coletor, presença de características sarcomatóides e necrose tumoral. 

O sistema de classificação de tumores malignos TNM (T: extensão do 

tumor primário, N: a ausência ou presença e a extensão de metástase em 

linfonodos regionais, M: a ausência ou presença de metástase à distância) teve 

algumas modificações nos últimos 10 anos devido a algumas controvérsias 

relacionadas com a invasão de vasos, gordura peri-renal e do seio renal, 

tamanho do tumor e invasão da adrenal15-17. 

O aumento do tamanho do tumor está associado com uma maior 

possibilidade de metástase, indiferenciação celular18, invasão de estruturas 

adjacentes e pior prognóstico19, mas ainda é discutido qual o tamanho limite que 

apresenta uma importância significativa na evolução do paciente20. 

O estadio pT3 da classificação TNM, ainda apresenta dúvidas e 

controvérsias15,21. Um estudo concluiu que o TNM 2002 inclui no pT3a pacientes 

com prognóstico diferentes como invasão da adrenal, invasão da gordura peri 

renal ou o pT3b/c com invasão venosa isolada e invasão venosa associada a 

envolvimento da gordura peri renal. De acordo com esse estudo, os pacientes 

apenas com invasão da gordura perirrenal ou invasão da gordura do seio renal 

têm um menor risco de morte pela doença. Os pacientes com invasão venosa e 

da gordura perirrenal concomitante, ou invasão da gordura perirrenal e seio 

renal ao mesmo tempo ou apenas invasão da adrenal têm um pior prognóstico22. 
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Em uma análise multivariada, o tipo histológico do tumor não apresentou 

importância isolada no prognóstico do paciente quando comparada com outros 

fatores prognósticos23. Entretanto, em outro estudo foi observado que o 

carcinoma de células renais papilar e cromófabo apresentaram uma melhor 

sobrevida do que o carcinoma de células claras quando a doença estava 

localizada. Quando houve tumor extra renal, não houve diferença na sobrevida 

em 5 anos13. 

O grau de Fuhrman demonstrou valor prognóstico quando foi comparado 

em grandes séries, entretanto o prognóstico não foi diferente entre o grau 1 e 2. 

Quando foi feito uma comparação com outros fatores em uma análise 

multivariada, o grau de Fuhrman apresentou significância quando foi unido com 

outros fatores prognósticos, como o tamanho do tumor e presença de necrose14. 

A necrose tumoral foi demonstrada como um fator prognóstico para o 

tumor de células claras e cromófabo24, mas a extensão da necrose histológica 

não foi um fator prognóstico independente na sobrevida desses pacientes. Esse 

estudo relata que alguns trabalhos citam a importância da necrose tumoral como 

fator prognóstico, entretanto outros negam essa associação25. 

Quando todos esses fatores prognósticos são aplicados isoladamente, 

ocorre uma perda na capacidade de determinar o prognóstico da patologia. 

Entretanto, quando esses fatores prognósticos são aplicados conjuntamente em 

forma de um nomograma existe uma melhora na determinação do prognóstico 

do paciente. Os nomogramas foram desenvolvidos para aprimorar a 
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possibilidade de prognosticar a evolução da neoplasia. Os nomogramas mais 

utilizados são o Motzer, Soberllini, UISS e Heidelberg. 

 

1.5- Marcadores tumorais 

O crescimento do tumor provoca mudanças biomoleculares na membrana 

basal e matriz extracelular, com liberação de várias moléculas, podendo ser 

possível a mensuração desses componentes na urina ou no sangue. Na última 

década, houve uma corrida intensa para pesquisar marcadores moleculares. 

Grandes avanços foram realizados durante esse período, mas muitas perguntas 

ainda continuam sem respostas. 

O antígeno Ki-67 e o AgNORs são marcadores de proliferação celular, 

ambos apresentaram significância prognóstica em análises univariadas e 

multivariadas, incluindo o grau e o estadio do tumor. O aumento da expressão 

do Ki-67 apresentou uma redução da sobrevida dos pacientes com carcinoma 

de células claras, podendo identificar pacientes com alto risco de recidiva e 

progressão tumoral26,27.    

O p27Kipl é um importante regulador do ciclo da atividade celular, sendo 

expresso em várias fases do ciclo celular. No carcinoma de células renais, a 

redução da expressão do p27Kipl foi correlacionada com o aumento do tamanho 

tumoral, aumento do grau histológico e estadio mais avançado28. 

O G250/Mn/CA9 é um anticorpo monoclonal, específico para a enzima 

anidrase carbônica, capaz de regular o pH intracelular e extracelular em 

resposta a hipoxia tumoral e subseqüente metabolismo anaeróbico, sendo 
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identificado em 86% do carcinoma de células renais e apenas 9% de tecido 

normal29. Estudos relatam que o G250/Mn/CA9 é um marcador tumoral 

potencial29. 

A utilização isolada dos marcadores moleculares ainda não apresenta 

uma aplicabilidade clínica devido aos resultados serem contraditórios. Assim, foi 

desenvolvido um sistema de estadiamento molecular utilizando vários tipos de 

marcadores moleculares ao mesmo tempo para tentar aperfeiçoar o prognóstico 

desses marcadores. O sistema de estadiamento integrado molecular foi criado 

com a união dos marcadores de imunohistoquímica Ki-67, p53, gelsolina, CAIX, 

CAXII, PTEN, EpCAM, vimentina. Esses marcadores foram analisados em 

pacientes com diagnóstico de RCC, sendo observado aumento do Ki-67, p53, 

vimentina e gelsolina, correlacionando com pior prognóstico enquanto que o 

inverso foi obtido com os marcadores CAIX, PTEN, CAXII e EpCAM30,31. Em 

uma análise multivariada, a presença de metástase, expressão de p53, CAIX e 

gelsolina demonstraram-se preditores de prognóstico de sobrevida e foram 

utilizados para criar uma modelo de prognóstico. Esse modelo, baseado apenas 

em informações de marcadores moleculares, funcionou melhor que as variáveis 

clínicas e foi tão bom quanto o UISS (Sistema Integrado de Estadiamento da 

Universidade da Califórnia – Los Angeles, o qual é a união do TNM, status 

perfomance e grau de Fuhrman). 

Atualmente, existe um esforço em estudar a união dos fatores 

prognósticos clínico patológicos com os marcadores moleculares. A intenção é 

criar um sistema integrado clínico molecular, o qual apresente uma sensibilidade 
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e especificidade maior para determinar o prognóstico do paciente e o tratamento 

com melhor acúracia.30,31. 

 

1.6 - Tratamento atual 

A nefrectomia radical continua sendo o tratamento padrão para o 

carcinoma de células renais32. Nas últimas duas décadas, novos conceitos foram 

estabelecidos no tratamento cirúrgico do tumor renal. O desenvolvimento de 

novas técnicas e materiais cirúrgicos permitiu o tratamento do tumor renal com 

técnicas minimamente invasivas. A nefrectomia radical laparoscópica33 e a 

nefrectomia parcial laparoscópica mantêm os princípios oncológicos34 e são 

consideradas como uma alternativa para a cirurgia aberta35,36. 

Nos últimos 10 anos foram desenvolvidas novas técnicas minimamente 

invasivas, oferecendo alternativas para a cirurgia convencional e reduzindo a 

morbidade e mortalidade dos pacientes. A crioablação, ablação por 

radiofreqüência percutânea, ablação por microondas e a ablação por 

ultrassonografia de alta intensidade (HIFU) podem ser realizadas em pacientes 

com tumores menores do que 4 cm, múltiplos tumores, doenças genéticas com 

maior possibilidade de ter novas lesões tumorais e paciente com rim único. 

O tratamento das neoplasias avançadas é um problema médico 

complexo. Como esses tumores são resistentes à radioterapia e quimioterapia, 

apenas a imunoterapia consegue aumentar um pouco a sobrevida desses 

pacientes e ainda assim a sobrevida em 10 anos alcança menos de 10% 37,38.  
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O interferon alfa demonstrou uma superioridade sobre a terapia hormonal, 

apresentando uma taxa de resposta de 6 a 15%, uma diminuição da progressão 

do tumor em 25%, e uma melhora na sobrevida de apenas 3 à 5 meses quando 

comparada com placebo39,40. Outro estudo demonstrou que o IFN + IL-2 

aumenta a taxa de resposta e progressão livre da doença sobre IL-2 ou IFN 

sozinhos41,42. 

A combinação IL-2, IFN e fluoracil é bastante ativa, aumentando a 

sobrevida quando comparado com IFN + vinblastina43. Um estudo realizado por 

um grupo francês comparou o uso de IL-2, IFN, medroxiprogesterona ou a 

combinação das citocinas em pacientes com prognóstico intermediário. O 

resultado desse estudo não demonstrou melhora na sobrevida dos pacientes 

que utilizaram as citocinas42. 

Dessa forma, existe um consenso que essas drogas não devem ser 

utilizadas em pacientes com prognóstico ruim e novas terapias devem ser 

utilizadas como primeira linha. Em pacientes com bom prognóstico as citocinas 

continuam como uma opção terapêutica. Os pacientes com prognóstico 

intermediário, o tratamento alvo deve ser utilizado como primeira linha, mas 

ainda necessita de novos estudos44. 

Novas drogas estão sendo utilizadas para bloquear os receptores do 

VEGF e PDGF. A tirosina quinase está envolvida na sinalização e 

funcionamento desses fatores de crescimento, assim os inibidores da tirosina 

quinase estão sendo bastante pesquisados em pacientes com carcinoma de 

células renais metastático. As quatro principais drogas que agem como 



 18 

substâncias antiangiogênicas e têm resultados mais satisfatórios são o 

temsirolimus, bevacizumab, sorafenibe e sunitinibe.45-47  

Assim, de acordo com a determinação da ASCO 2006, o tratamento 

padrão para o carcinoma renal avançado deve ser feito de acordo com o grupo 

de risco: no tratamento de primeira linha, o sunitinibe deve ser a terapia para os 

grupos de bom e intermediário risco, o temsirolimus para os grupos de risco 

ruim. Nos grupos de risco bom, o papel das citocinas pode continuar a esperar 

alcançar uma remissão completa, principalmente com altas doses de IL-2 na 

segunda linha de tratamento. Após a falha do tratamento das citocinas e 

quimioterápicos, o sorafenibe pode ser o tratamento padrão17,44. 

 

1.7 – Remodelamento da matriz extracelular e a tran sformação 

neoplásica 

A matriz extracelular que estruturalmente está dividida em membrana 

basal, matriz conectiva e matriz sanguínea caracteriza-se por ser uma estrutura 

complexa formada por proteínas secretadas e glicoconjugados que interagindo 

tridimensionalmente originam uma rede molecular capaz de regular as funções 

celulares, como a diferenciação e a expressão de genes específicos para cada 

tecido. 

As interações entre as células e a matriz extracelular podem ser total ou 

parcialmente alteradas nas neoplasias, o que pode influenciar a proliferação e 

a invasão tumoral, incluindo o carcinoma renal 48,49. 
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Durante a transição do carcinoma invasivo in situ, as células tumorais 

penetram na membrana basal e atravessam o estroma, ganhando acesso aos 

vasos linfáticos e sanguíneos e então, disseminam-se. Há três passos bem 

caracterizados das células tumorais que estão envolvidos com a cascata 

metastática: 1) Perda da interação célula-célula, que é efetuada principalmente 

pelas caderinas, onde os receptores específicos vão ligar-se aos componentes 

da matriz extracelular, como a laminina e fibronectina. 2) Degradação da matriz 

extracelular pelas células tumorais pela ativação de metaloproteínases, 

colagenases, plasmina, catepsinas, glicosidases e heparanase50, enzimas 

associadas com a invasão, onde a principal característica é a desorganização e 

fragmentação dos elementos do estroma e da membrana basal. 3) Síntese dos 

componentes de matriz pelas células tumorais que locomovem-se para outros 

órgãos após terem migrado através dos vasos sanguíneos. 

Apesar da perda de inibição e da proliferação por contato, as células 

tumorais precisam passar a barreira representada pela membrana basal que 

apresenta características moleculares bastante conservadas, sendo 

constituídas por quatro moléculas principais que são laminina, colágeno tipo 

IV, entactina e proteoglicanos. 

Os proteoglicanos são macromoléculas formadas por um esqueleto 

protéico ao qual estão covalentemente ligados a cadeia(s) de 

glicosaminoglicanos (açúcares lineares) e de oligossacarídeos do tipo O-

ligados e/ou do tipo complexo N-ligados. Os glicosaminoglicanos são 

constituídos de unidades dissacarídicas repetitivas formadas alternadamente 
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por uma hexosamina (glucosamina ou galactosamina) e um açúcar não 

nitrogenado, o ácido urônico (ácido glucurônico ou idurônico)51-53. 

Os glicosaminoglicanos diferem entre si quanto ao tipo de hexosamina e 

açúcar não nitrogenado, quanto ao grau de sulfatação e à posição em que estão 

sulfatados. A Figura 2 mostra os principais componentes dissacarídicos de cada 

glicosaminoglicano bem como os tipos de ligações glicosídicas presentes, tanto 

interdissacarídica como intradissacarídica.  

Além das funções estruturais, a matriz extracelular participa de vários 

eventos celulares como adesão, migração, proliferação, diferenciação celular e 

apoptose, pela interação entre as moléculas da matriz extracelular e receptores 

da superfície celular, tais como proteoglicanos, glicosaminoglicanos , proteases 

e glicosidases como heparanase, desencadeando eventos de sinalização 

celular54. Por essa razão, nesse estudo foram aprofundadas as investigações 

em avaliar as alterações de determinados componentes da matriz extracelular 

no carcinoma de células renais como glicosaminoglicanos e heparanase para 

melhor entender os mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento 

dos tumores. 

Portanto, a biologia molecular tem tido papel fundamental na 

compreensão das alterações estruturais e funcionais das células tumorais.  
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1.8 - Glicosaminoglicanos 

Estes polímeros possuem alta densidade de cargas negativas conferidas 

pela presença de grupamentos carboxílicos dos ácidos urônicos e/ou 

grupamentos sulfatos52 (Figura 2). Devido à alta densidade de carga negativa, 

estes compostos são altamente hidrofílicos, capazes de incorporar grande 

quantidade de água em sua estrutura55. 

Os principais glicosaminoglicanos conhecidos são heparam sulfato, 

heparina (HEP), condroitim 4-sulfato (C4S), condroitim 6-sulfato (C6S), 

dermatam sulfato (DS)56, queratam sulfato (QS) e ácido hialurônico (AH)57. 

Pode ocorrer modificação na posição do carbono 2 (C2) do ácido urônico 

e nas posições C6 e C3 dos resíduos de glucosamina. A posição C2 da 

glucosamina pode ser sulfatada, acetilada ou não modificada. Todas essas 

possíveis combinações resultam numa estrutura bastante diversificada, 

permitindo diferentes interações e ligação com várias proteínas, como fatores de 

crescimento, citocinas e enzimas. Entre as proteínas de sinalização, observa-se 

a importante interação entre os glicosaminoglicanos com fatores de crescimento 

específicos, como o fator de crescimento de fibroblasto (FGF1 e FGF2), fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento hepatócito (HGF), 

fator beta de crescimento de transformação tumoral (TNF-β) e fator de 

crescimento plaquetário (PDGF). 
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Figura 2. Unidade estrutural dos diferentes glicosa minoglicanos. Estrutura das unidades 
dissacarídicas repetitivas nos diferentes tipos de glicosaminoglicanos (GAG). As possíveis 
posições de sulfatação em cada GAG estão marcadas em vermelho. 
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Os tecidos normalmente apresentam um padrão característico de 

distribuição de glicosaminoglicanos. Entretanto, esse padrão sofre modificações 

importantes nas células em divisão, nos tecidos tumorais e nos tecidos 

embrionários. 

O início do tumor e a sua progressão estão diretamente relacionados com 

a complexidade estrutural celular dos glicosaminoglicanos, influenciando em 

vários aspectos o fenótipo celular tumoral, como crescimento, invasividade e 

potencial metastático. Evidências recentes demonstraram que nas células 

tumorais ocorre um processo de transformação que altera a superfície celular, 

incluindo expressão de determinadas seqüências de cadeias protéicas de 

proteoglicanos e alterando a estrutura molecular do heparam sulfato de 

determinado proteoglicano58.  

 

1.8.1 - Glicosaminoglicanos na membrana basal glome rular 

A membrana basal glomerular é composta de uma camada densa central 

e duas camadas finas de lâmina rara externa e interna. Já foi demonstrado 

existir uma grande quantidade de locais aniônicos em todas essas três 

camadas, que consiste de glicosaminoglicanos, principalmente de heparam 

sulfato59. 

A presença de glicosaminoglicanos tem sido demonstrada na urina de 

pessoas saudáveis, mas a concentração no soro é bastante baixa60. A síntese 

dos glicosaminoglicanos urinários ocorre devido às células que revestem o 

túbulo renal e trato urinário. Entretanto, estudos demonstram que os 
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glicosaminoglicanos estão presentes principalmente nos glomérulos. Sendo 

assim, 1,6 milhões de glomérulos que estão presentes nos rins estão produzindo 

glicosaminoglicanos60. A presença dos glicosaminoglicanos nos glomérulos é 

bastante dinâmica. Existe a hipótese de que os glicosaminoglicanos urinários 

refletem o turnover dos glicosaminoglicanos nos glomérulos. Devido a isso, tem 

sido proposto que tais compostos são marcadores de várias patologias benignas 

e malignas do trato urinário, como nefrite lúpica61, tumores vesicais62,63, 

glomerulonefrite64, pielonefrite crônica60, nefropatia diabética6,65. Foi observado 

que não existe diferença na concentração de glicosaminoglicanos urinários entre 

os sexos, mas o envelhecimento do paciente pode diminuir a concentração de 

condroitim sulfato, enquanto o heparam sulfato pode aumentar (P < 0,001)66. 

 

1.8.2 - Heparam sulfato 

O heparam sulfato é um glicosaminoglicano sulfatado que apresenta 

como estrutura básica unidades dissacarídicas repetitivas formadas 

alternadamente por uma hexosamina (glucosamina) e um açúcar não 

nitrogenado, o ácido urônico (ácido D-glucurônico ou ácido L-idurônico). Existem 

48 possíveis unidades dissacarídicas que podem formar uma cadeia completa 

de heparam sulfato de glicosaminoglicanos com 10-100 unidades dissacarídicas. 

Dependendo do tipo celular, ocorrem variações no grau de sulfatação, acetilação 

e na proporção dessas unidades. O heparam sulfato normalmente encontra-se 

associado a um esqueleto protéico formando proteoglicanos, presentes na 

superfície celular, matriz extracelular ou presente em grânulos intra-celulares. 
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Os proteoglicanos de heparam sulfato participam de mecanismos biológicos 

especializados de reconhecimento e sinalização celular67,68. 

O entendimento da atividade biológica dos proteoglicanos de heparam sulfato 

baseia-se essencialmente na diversidade estrutural das cadeias de heparam 

sulfato53. Assim, a determinação da seqüência das unidades dissacarídicas 

do heparam sulfato em tecidos embrionários, adultos, normais e neoplásicos 

de diferentes patologias, bem como de células normais e células mantidas em 

cultura fornecem informação sobre a atividade biológica desses 

compostos67,69-72. 

Diversas evidências sugerem que o heparam sulfato desempenhe um 

importante papel em processos normais e patológicos, como no reconhecimento 

celular, adesão celular, reparação tecidual, controle do crescimento celular e 

angiogênese67,73,74. O heparam sulfato está localizado na membrana plasmática 

e na matriz extracelular75, promovendo regulação de interações entre as células 

e o meio, sendo tais interações importantes para o crescimento, 

desenvolvimento e manutenção das funções celulares. 

O heparam sulfato é capaz de se ligar a várias proteínas da matriz 

extracelular 76 e também interage com várias outras proteínas, como lipoproteína 

lípase, co-fator II da heparina e uma série de fatores de crescimento, como EGF, 

FGF e VEGF77,78. O heparam sulfato, ainda, liga-se e regula a atividade de 

muitas moléculas efetoras capazes de iniciar vias de sinalização críticas para 

iniciar o crescimento e a progressão do câncer79. 
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1.8.3 – Condroitim sulfato 

O condroitim sulfato é formado por N-acetilgalactosamina, podendo estar 

sulfatado na posição C6 ou na posição C4 e ácido D-glucurônico. É um 

componente de matriz extracelular e superfície celular que contribui para a 

resistência à tensão das cartilagens, tendões e ligamentos. O condroitim 4-

sulfato ocorre em processos de crescimento e ossificação. Já o condroitim 6-

sulfato, parece estar relacionado com a manutenção da integridade de tecidos 

sujeitos a altas pressões80-82. 

Estudos em diversos tecidos neoplásicos mostraram um aumento de 

condroitim sulfato na matriz extracelular, principalmente do condroitim-6-

sulfato83,84. 

 

1.8.4 – Dermatam sulfato  

O dermatan sulfato é formado por unidades dissacarídicas repetitivas de 

N-acetilgalactosamina e ácido D-glucurônico e ácido L-idurônico. Encontra-se 

amplamente distribuído em vários tecidos de mamíferos, ocorrendo 

predominantemente em tecidos conjuntivos densos, tais como tendão e pele85. 

Sua função nesses tecidos está possivelmente relacionada à organização, 

velocidade de deposição e manutenção das fibrilas do colágeno86. 

Dietrich e colaboradores demonstraram pela primeira vez que células 3T3 

“normais”, em fase proliferativa, liberam heparam sulfato para o meio 

extracelular e retém condroitim sulfato na superfície69. Porém, quando essas 

mesmas células atingem a confluência, o padrão é invertido, sugerindo que a 
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presença de condroitim sulfato na superfície celular favorece a proliferação 

celular69. 

 

1.8.5 - Ácido hialurônico 

O ácido hialurônico (AH) é constituído por uma seqüência repetida de 

cerca de 25.000 unidades dissacarídicas não sulfatadas, sendo, portanto, o 

único glicosaminoglicano não sulfatado. Esse glicosaminoglicano também não 

se encontra ligado a um esqueleto protéico, consequentemente não forma 

proteoglicanos. Está localizado em todos os tecidos do organismo, apresentando 

a função de resistir à força de compressão nos tecidos e nas articulações, onde 

está principalmente localizado. A maioria das funções do ácido hialurônico 

depende de interações específicas com outras moléculas, como proteínas e 

proteoglicanos87. 

O ácido hialurônico também denominado hialuronam, representa a forma 

mais precoce evolucionária dos glicosaminoglicanos. Estruturalmente, o ácido 

hialurônico é o mais simples dos glicosaminoglicanos, sendo constituído por 

unidades dissacarídicas repetitivas de ácido β-D-glucurônico e β-D-N-

acetilglucosamina, unidas por ligações glicosídicas do tipo β(1→3) 

intradissacarídica e tipo β(1→4) interdissacarídica57 como mostra a Figura 3. A 

massa molecular varia de 5 a 100 kDa, podendo atingir até 104 kDa e 

comprimento entre 100 a 200 nm88. 

Na matriz extracelular o ácido hialurônico encontra-se normalmente 

associado à proteoglicanos, a ligação entre os proteoglicanos e o ácido 
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hialurônico é estabilizada por uma proteína denominada proteína de ligação, 

como mostra o esquema da Figura 3. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Complexo macromolecular do ácido hialurôn ico e do agrecam na matriz 
extracelular . A Figura mostra a ligação do ácido hialurônico aos proteoglicanos agrecam 
(constituídos por cadeias de queratam sulfato e condroitim sulfato), mediada pela proteína de 
ligação (link protein). 

 

Nos tecidos, o ácido hialurônico apresenta-se como uma estrutura espiral 

polidispersa, de alta massa molecular que interage por meio de ligações não 

covalentes com regiões específicas do esqueleto protéico de proteoglicanos de 

condroitim sulfato e queratam sulfato (agrecam), formando agregados presentes 

na cartilagem. 

O fígado é o principal sítio de liberação e degradação do ácido hialurônico 

circulante. O ácido hialurônico encontra-se aumentado no soro de pacientes com 

doenças hepáticas, seguidas de fibrose e hipertensão portal89. 
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A função básica do ácido hialurônico é reter água e regular seu fluxo no 

tecido. Devido a sua alta viscosidade, o ácido hialurônico contribui atuando 

como excelente protetor e lubrificante das articulações90. 

 O ácido hialurônico tem também um papel particularmente importante no 

microambiente celular do câncer91. Células tumorais exibem diversos sítios de 

ligação para este glicosaminoglicano, como CD44 e RHAMM (molécula que 

participa do reconhecimento do ácido hialurônico em processos de migração em 

vários tipos celulares) e sua adesão pode influenciar na mobilidade celular87. Na 

maioria dos casos, a subseqüente diferenciação celular parece estar associada 

com a diminuição dos níveis de ácido hialurônico. De modo geral, nestes 

exemplos, quando o movimento celular para e inicia-se a adesão celular, ocorre 

queda na quantidade de ácido hialurônico e conseqüente diminuição de 

receptores celulares para esta molécula, bem como um aumento na produção 

da enzima hialuronidase92. 

 O ácido hialurônico está presente na membrana extracelular, fornecendo 

suporte estrutural e funcional para as células. Também possui importante papel 

durante a embriogênese, angiogênese93, cicatrização, inflamação e 

carcinogênese, participando de processos por associar-se com proteoglicanos e 

influenciar na adesão e migração celular94,95. 

A síntese do ácido hialurônico é promovida por três ácido hialurônico 

sintases, codificadas pelos genes HAS 1, HAS 2 e HAS 396,97 com diferentes 

massas moleculares. As propriedades físicas e biológicas do ácido hialurônico 

são influenciadas pelo tamanho da cadeia. O ácido hialurônico de alta massa 
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leva à formação de um gel altamente viscoso, promovendo um estado de 

turgescência na matriz extracelular, o que a torna altamente resistente a forças 

compressivas. Já o ácido hialurônico de baixa massa molecular estimula o 

crescimento de células endoteliais, induzindo a angiogênese98. 

 A dosagem do ácido hialurônico tem sido usada como marcador indireto 

de patologias inflamatórias do fígado99. O nível sérico do ácido hialurônico 

também se apresentou elevado em pacientes com câncer pancreático, de 

pequenas células do pulmão e da próstata100. 

 

1.9 - Heparanase 

A heparanase é uma endo-beta-glucuronidase que quebra ligações 

glicosídicas intrassacarídicas do heparam sulfato. Essa enzima foi 

recentemente clonada, sendo que o gene da heparanase humana apresenta 

um cDNA de 3.7 Kb. O gene da heparanase ou heparanase-1 (HPA1) é 

formado por 40 Kb (40.000 pares de bases), composto por 12 exons e 11 

introns, localizados no cromossomo 4 humano (4q21,3)101. O gene da 

heparanase codifica uma sequência de 1.629 pares de bases que 

corresponde a uma proteína de 543 aminoácidos que apresenta 65 kDa 

(Figura 4). Entretanto, a proteína madura, isolada de cultura de células e 

tecidos apresenta 50 kDa, sugerindo um processamento na porção N-

terminal. Ainda, há evidências de que um peptídeo de 8 kDa resultante da 

clivagem proteolítica, que ocorre durante o processamento pós-

transcripcional, seja importante para a formação de um heterodímero com a 
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porção 50 kDa para que a heparanase apresente atividade catalítica, porém, 

tal evidência ainda não está totalmente comprovada50,102. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema do gene completo da heparanase-1 localizado no cromossomo 4q21,3. 
A primeira linha do esquema representa o gene que codifica a enzima heparanase-1 de 
aproximadamente 40 Kb. Em seguida, temos a representação da forma da pré-enzima inativa 
(65 kDa), contendo o peptídeo sinal na porção amino terminal, o pró-peptídeo de 8 kDa e o 
segmento ativo da enzima de 50 kDa com seus respectivos sítios de glicosilação e finalmente a 
representação da heparanase-1, após o processamento pós-tradução103. 

 

A completa solubilização da proteína heparanase-1 de plaquetas 

humanas, de células tumorais humanas e de rato e do fígado de rato só foi 

possível mediante a presença de detergente, sugerindo dessa maneira que 

mais de 25% da heparanase nas células apresentam-se associadas à 

membrana104. Ainda, a atividade da heparanase foi detectada em lisossomos de 

fígado de rato105, mostrando ser sensível à cloroquina, portanto comprovando a 

presença desta no compartimento lisossomal. Porém, em ensaios utilizando 

células tumorais de ovário de rata e células de carcinoma de cólon humano, a 
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atividade da heparanase-1 mostrou-se insensível à cloroquina, sugerindo que a 

heparanase-1 nestas células provavelmente esteja localizada em 

endossomos106. 

Considerando existir possíveis isoformas das heparanases, recentemente, um 

trabalho da literatura descreveu uma isoforma da heparanase-1 em células 

COS-7 que perde o exon 5, não possuindo portanto, 174 bp comparando-se 

com o cDNA da heparanase-1 “selvagem”107. Tal isoforma da heparanase é 

expressa como uma proteína de 55 kDa que não é encontrada como proteína 

de secreção de células tumorais, não possui atividade catalítica sobre as 

cadeias de heparam sulfato e possui uma localização difusa e não granular 

como característico da HPA1107. 

Foi reportada a clonagem de um segundo cDNA que codifica uma nova 

heparanase, designada heparanase-2 humana ou HPA2, codificada pelo 

cromossomo 10q23-2472. Foi observado que existem três isoformas da HPA2 

de 480, 534 e 592 aminoácidos. As análises dessas proteínas evidenciam que 

todas essas isoformas são proteínas intracelulares associadas à membrana, 

contendo a porção C-terminal voltadas para o citoplasma, não possuindo 

atividade enzimática108.  

 

1.9.1- Heparanase e o desenvolvimento de tumores e metástases 

A heparanase-1 está envolvida com a degradação das cadeias de 

heparam sulfato dos proteoglicanos, essencialmente presentes na superfície 

celular (família dos sindecam) e na matriz extracelular, como membrana basal 
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(perlecam)109. Como já citado, os níveis elevados de expressão da heparanase 

em células de mamíferos possuem correlação direta com o desenvolvimento de 

tumores e metástases110,111. O mecanismo pelo qual a heparanase-1 está 

envolvida com mecanismos moleculares no desenvolvimento de câncer e 

metástases, parece estar relacionado com a formação de oligossacarídeos 

biologicamente ativos, resultantes da degradação das cadeias de heparam 

sulfato, que por sua vez, estão envolvidos com a proliferação celular, 

angiogênese e diferenciação celular, como mostra a Figura 5. 

Especificamente, o proteoglicano de heparam sulfato sindecam-1 e 

perlecam encontram-se presentes na superfície de todas as células de 

mamíferos e sua relação com o desenvolvimento de tumor parece depender de 

sua degradação por ação da heparanase-1108,109. 

 Portanto, é evidente na literatura as correlações entre a expressão de 

proteoglicanos de heparam sulfato, heparanase e desenvolvimento de 

tumores110. 
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Figura 5: Mecanismo de ação da heparanase-1. A,  Proteoglicano de heparam sulfato na 
superfície celular sofre ação da heparanase-1; B, Sítio de clivagem da heparanase-1 sobre as 
cadeias de heparam sulfato dos proteoglicanos de heparam sulfato, liberando oligossacarídeos; 
C, oligossacarídes gerados por ação da heparanase-1 sequestram moléculas intensificando suas 
atividades biológicas como fatores angiogênicos, fatores de crescimento, moléculas de adesão, 
citocinas e lipoproteínas, tornando-as biologicamente ativas; D, oligossacarídeos gerados por 
ação da heparanase aumentam a afinidade do fator de crescimento FGF por seu receptor na 
superfície celular intensificando a resposta de proliferação celular. Adaptado por 107-109. 
  

Outros trabalhos utilizaram técnicas de imunohistoquímica para 

evidenciar a presença da heparanase-1 na superfície celular e no citoplasma em 

adenocarcinoma de cólon humano e esofágico112,113.  
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Nas células epiteliais de tumores malignos de mama, a heparanase-1 

apresenta localização citoplasmática. Uma marcação bastante intensa é 

encontrada no local do tumor e em tecidos que se encontram invadindo tecidos 

sadios a partir de ductos mamários, bem como em glândulas lobulares onde se 

originou o tumor primário114. 

O carcinoma de células renais é uma patologia com elevada mortalidade, 

em que o diagnóstico precoce é importante para iniciar o tratamento do paciente, 

e aumentar a sobrevida e qualidade de vida do paciente. Entretanto, apesar do 

esforço para estudar a fisiopatologia biomolecular dessa neoplasia e descobrir 

um marcador tumoral sensível e eficiente para o diagnóstico precoce, pouco se 

sabe sobre o comportamento molecular dessa neoplasia e alterações de 

moléculas da matriz extracelular, que certamente muito contribuem para a 

evolução da doença.  
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1. Analisar o padrão de expressão das heparanases (HPA1 e HPA2) 

em tecido renal acometido por carcinoma de células renais e 

tecidos renais não acometidos pela neoplasia em pacientes 

adultos. 

2. Identificação e quantificação de glicosaminoglicanos sulfatados das 

amostras de tecidos tumorais e de tecidos não acometidos pela 

neoplasia, obtendo-se o perfil de heparam sulfato, condroitim 

sulfato e dermatam sulfato em pacientes portadores de carcinoma 

de células renais. 

3. Identificação e quantificação de glicosaminoglicanos sulfatados 

(heparam sulfato, condroitim sulfato) na urina dos pacientes com 

carcinoma de células renais, comparando-se com a urina de 

indivíduos saudáveis. 

4. Quantificação de ácido hialurônico na urina de pacientes com 

carcinoma de células renais, comparando-se com a urina de 

indivíduos saudáveis.. 

5. Correlacionar parâmetros clinicopatológicos dos pacientes com 

carcinoma de células renais com o perfil de glicosaminoglicanos e 

expressão das heparanases.  
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3 –MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 – Amostras . O estudo foi realizado pelas Disciplinas de Urologia e de 

Bioquímica da Faculdade de Medicina do ABC e pelas Disciplinas de Clínica 

Médica e Biologia Molecular da Universidade Federal de São Paulo. As 

amostras dos pacientes foram coletadas no Hospital de Ensino Padre Anchieta, 

Hospital Estadual Mário Covas e Hospital Santa Marcelina. O grupo caso foi 

constituído de 31 pacientes submetidos a nefrectomia radical ou parcial, 

ocorrendo o diagnóstico clínico prévio de neoplasia renal por meio de tomografia 

computadorizada de abdome total. Foi realizado questionário prévio, 

estadiamento do tumor por meio de exames radiológicos (TNM 2002)115, 

incluindo tomografia computadorizada de abdome total e tórax. Em cada rim 

operado foram retirados dois fragmentos da peça cirúrgica, um contendo tecido 

tumoral (grupo caso) e outro de tecido macroscopicamente não neoplásico 

(grupo controle). Esses tecidos foram congelados em nitrogênio líquido logo 

após a retirada das amostras (tecido tumoral e não neoplásico) e enviados para 

estudo anatomopatológico e bioquímico, bem como amostras utilizadas para 

quantificar a expressão da heparanase-1 e realizar a análise dos 

glicosaminoglicanos sulfatados (condroitim sulfato, heparam sulfato e dermatam 

sulfato). Das 31 amostras coletadas em cirurgia, 24 amostras (77,4%) foram 

utilizadas para as análises de expressão da heparanase-1 por RT-PCR e 

estudos de imunohistoquímica para identificação das isoformas de heparanases, 

e apenas 11 amostras foram utilizadas para quantificações dos 

glicosaminoglicanos sulfatados. 
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Os glicosaminoglicanos (ácido hialurônico, heparam sulfato e condroitim 

sulfato) foram dosados nas amostras de urina coletadas durante a noite pré-

operatória por um período de 12 horas antes da cirurgia utilizando sonda de 

Foley número 16. As análises de condroitim sulfato e heparam sulfato urinários 

foram realizadas em amostras de 27 indivíduos sadios e 14 amostras de urina 

coletadas de pacientes no período pré-operatório e 12 amostras no período pós-

operatório. Para a quantificação do ácido hialurônico urinário foram utilizadas 29 

amostras de urina de indivíduos sadios como controle, 20 amostras coletadas de 

pacientes antes da cirurgia e 13 amostras no período pós-operatório. A perda no 

número de amostras de urina ocorreu por motivo de hematúria durante a coleta, 

o que prejudicava as análises bioquímicas, dificuldade de obtenção das 

amostras principalmente no período pós-operatório por retorno de alguns 

pacientes na data determinada da coleta. 

O grupo controle das amostras de urina foi composto por indivíduos 

acompanhados em ambulatório que foram excluídos de doença renal 

inflamatória ou maligna, hepatopatia, disfunção renal por meio de história clínica, 

questionário, exames laboratoriais (hemograma completo, uréia, creatinina, 

TGO, TGP, PSA, TSH e sorologia para hepatite B e C), ultrassonografia renal e 

de vias urinárias e radiografia de tórax. Esses indivíduos foram voluntariamente 

obtidos no ambulatório da Urologia da Faculdade de Medicina do ABC. Todos os 

pacientes e participantes dos grupos assinaram o termo de consentimento livre 

esclarecido (TCLE) (Anexo 5). Os procedimentos foram submetidos e aprovados 

no Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina do ABC, processo 
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número 157/2004; Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP, processo número 

1371/06 e Comitê de Ética em Pesquisa da Casa de Saúde Santa Marcelina, 

processo número 17/2005 (Anexo 6). 

 

3.2 - Extração do RNA total dos tecidos renais obti dos após a cirurgia.  O 

RNA total dos fragmentos dos tecidos foi extraído para posteriomente identificar 

e quantificar a expressão da heparanase-1. A extração do RNA total foi realizada 

após o tecido renal ser homogeneizado em nitrogênio líquido utilizando almofariz 

e pistilo de porcelana estéreis. Em seguida, foram adicionados 700 µL da 

solução de TRIZOL® (Life Technologies) ao tecido totalmente homogeneizado e 

a extração do RNA total seguiu o protocolo descrito pelo fabricante. O RNA total 

de cada amostra foi quantificado no aparelho Gene Quant RNA/DNA Calculator 

(Amersham Pharmacia Biotech®). Inicialmente, foi quantificado apenas o RNA, e 

posteriormente foi verificada a relação 280 / 260 nm, que caracteriza a pureza 

das amostras, isto é, se está livre de contaminações por DNA e proteínas. As 

análises quantitativas obtidas após a extração de RNA estão demonstradas na 

tabela do Anexo 1. 

 

3.3 - Obtenção do cDNA a partir do RNA total.  Após a extração do RNA total 

foi realizada a obtenção do cDNA, utilizando-se o "kit" de RT-PCR da marca 

Invitrogen® (Super Script ll). Foram adicionados 2 µg de RNA total, 1 µL do 

"primer”' ou oligonucleotídeo iniciador oligo dT (10 µM), em um eppedorf, 

completando o volume com água MiliQ autoclavada até 12 µL. Primeiramente, o 
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molde de RNA, juntamente com 1 µL do "primer" Oligo dT (10 mM) foram 

submetidos por 10 minutos a 70°C. Em seguida, foi a dicionado uma mistura de 4 

µL de tampão 5x, da enzima transcriptase reversa, 2 µL de DTT 0,1M 

(dietiltreitol) e 1 µL de dNTPs 10 mM (nucleotídeos trifosfatados); que foi 

submetida por 10 minutos a 25°C e 2 minutos a 42°C.  Por último, foi adicionado 

1 µL da enzima Super Script II (transcriptase reversa), submetendo esta mistura 

por 48 minutos a 42°C, (obtenção do cDNA) e 10 minu tos a 70°C  (inativação da 

transcriptase reversa). Os cDNAs obtidos a partir do RNA total foram 

armazenados no freezer a -20°C até uso posterior na s reações de PCR. 

 

3.4 - Reação da Polimerase em Cadeia (PCR).  A partir do cDNA obtido da 

reação de transcrição reversa descrita anteriormente, realizou-se a reação de 

PCR para identificar a expressão da enzima heparanase-1 nos tecidos, 

utilizando oligonucleotídeos iniciadores "primers" 5'CTCGAGATGCTGCTGCG 

CTCGAAGCCTGCG3' e 5'CCATGGTCAAGTGCAAGCAGCAACTTTGGC3',  

respectivamente,  para amplificação das extremidades N- e C-terminal da 

heparanase e os "primers" 5'AACGGGAAGCTCACTGGCATG3' (sense) e 

5'TCCACCACCCTGTTGCTGTAG3' (antisense), para a amplificação da enzima 

gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH). O ciclo de reação de 

amplificação para GAPDH utilizado foi submetido à temperatura de 94°C por 5 

minutos, seguindo-se de 35 repetições (94°C, 1 minu to; 58°C,1 minuto; 72°C, 1 

minuto) e finalizando a reação por 10 minutos a 72°C. O ciclo de reação para 

amplificação da heparanase utilizou a técnica de “Touch Down PCR”, seguindo o 
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protocolo: 94°C por 5 minutos, seguindo-se 10 repet ições (94°C, 1 minuto; 

60°C,1 minuto; 72°C, 1 minuto), 10 repetições (94°C , 1 minuto; 58°C,1 minuto; 

72°C, 1 minuto), 15 repetições (94°C, 1 minuto; 55° C,1 minuto; 72°C, 1 minuto) 

e finalizando a reação por 10 minutos a 72°C. O ter mociclador PCT-0200 DNA 

Engine Version 4.0 (MJ Research) foi utilizado para as reações de amplificações 

descritas. 

 

3.5 - Eletroforese em gel de agarose para visualiza ção das reações de 

amplificação por PCR.  As amostras amplificadas nas reações de RT-PCR 

semi-quantitativo foram analisadas em gel de agarose 2%, adicionando-se 1 µL 

de brometo de etídio (10 mg/mL), em tampão Tris-acetato EDTA. Para cada 

amostra, foram adicionados 10% de azul de bromofenol para a visualização da 

corrida eletroforética. 

 

3.6 - RT-PCR em tempo real . A reação foi realizada utilizando o “kit” Power 

Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems®) em um volume correspondente a 

50% do volume final da reação, com oligonucleotídeos iniciadores (Primer 

sense: 5' CCT TGC TAT CCG ACA CCT TT 3') e reverso (Primer antisense:5' 

CAC CAC TTC TAT TCC CAT TCG 3') em uma concentração final de 2,0 µM 

para a heparanase-1. Foi utilizada a plataforma tecnológica ABI PRISM 7000 

SDS e as condições de termociclagem foram: 95ºC por 10 minutos, 45 ciclos de 

95ºC por 30 segundos e 60ºC por 1 minuto, sendo a duração da reação 

aproximadamente de 2 horas. É importante ser observado que o controle foi 
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construído uma curva padrão e o valor da inclinação da reta serviu para o 

cálculo da eficiência da reação. Além disso, também foi realizada a curva de 

dissociação para verificar a pureza do produto formado, ou seja, se existiu mais 

de um tipo de produto amplificado na reação. Para normalização da expressão 

da heparanase-1 e heparanase-2, foram utilizadas médias de expressão de dois 

genes de referência, RPL13a (subunidade ribossomal 18S) utilizando primer 

sense (5' TTG AGG ACC TCT GTG TAT TTG TCA A 3´) e o primer antisense (5' 

CCT GGA GGA GAA GAG GAA AGA GA 3´),  e o gene GAPDH (gliceraldeído 3-

Fosfato desidrogenase) utilizando o primer sense (5' GGA GAA GGC TGG GGC 

TC 3´) e o primer antisense (5' GTC CTT CCA CGA TAC CAA AG 3´).  Pelo fato 

da expressão dessas enzimas serem relativa, o cálculo foi determinado pelo 

número de ciclos (Cts). E o resultado final foi obtido em relação à média dos 

ciclos do grupo controle (amostra calibradora). O valor da amostra calibradora 

deve ser o mesmo para todas as amostras, inclusive para o cálculo do próprio 

grupo controle, como ilustrado no cálculo abaixo: 

 

 

 

 

3.7 - Imunohistoquímica . A imunohistoquímica foi realizada para avaliar as 

quatro isoformas das heparanase-1 e heparanase-2, utilizando anticorpos 

policlonais específicos. Deve ser observado que as regiões tumorais e não 

neoplásicas de cada lâmina histológica foi delimitada pelo patologista 

            ∆Ct = Ct gene alvo – Ct do controle endógeno 

∆∆Ct =  ∆Ct pacientes – ∆ct indivíduos sadios 

2 -∆∆Ct = expressão relativa 
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previamente à investigação imunohistoquímica, seguida da realização da 

coloração de hematoxilina-eosina. Após os blocos de parafina terem sido 

cortados no micrótomo, as lâminas de 3 µm foram inicialmente sinalizadas e 

depois foram submetidas à técnica de imunohistoquímica. Primeiramente, as 

lâminas foram desparafinadas, permanecendo 20 minutos em xilol aquecido a 

95ºC, seguido de três banhos de xilol à temperatura ambiente. Após este 

procedimento, o tecido foi hidratado, submergindo-se as lâminas em álcool 

absoluto, álcool 95% e álcool 70%, respectivamente, seguido de lavagem em 

água corrente e depois em água destilada e deionizada. No próximo passo foi 

realizada a recuperação antigênica em panela a vapor (“banho-maria”), na qual 

as lâminas foram colocadas em solução de citrato 10 mM, pH 6,0, 95ºC. Após 35 

minutos, as lâminas foram retiradas e realizadas lavagem em tampão fosfato de 

sódio três vezes (por 3 minutos cada lavagem), 0,05 M, pH 7,4. O bloqueio das 

peroxidases endógenas foi realizado com água oxigenada 10V (3%), seguindo 

lavagem em água corrente, água destilada e PBS três vezes (3 minutos cada 

lavagem). Na sequência, procedeu-se o bloqueio de sítios inespecíficos, 

mergulhando-se as lâminas em leite desnatado 2% diluído em PBS, por 20 

minutos. Os anticorpos primários HPA1 H80 ou HPA1 C20 ou HPA2 N19 ou 

HPA2 C17, da empresa Santa Cruz Biotechnology foram diluídos em soro 

albumina bovina (BSA) na proporção de 1:100 e incubados 100 µL dessa 

solução em câmara úmida, durante 18 horas, em geladeira. O anticorpo 

policlonal HPA1 H80 foi dirigido para os peptídeos 101-180 da porção amino-

terminal (N-terminal) da enzima heparanase-1 (HPA1). O anticorpo policlonal 
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HPA1 C20 reconhece o peptídeo na porção C-terminal (carboxi-terminal) da 

enzima HPA1. Os anticorpos policlonais HPA2 N19 e HPA2 C17 reconhecem 

respectivamente, peptídeos das porções N- e C-terminal das três isoformas das 

heparanases-2 humanas (HPA2a, HPA2b e HPA2c). Após o período de 

incubação, as lâminas foram lavadas em PBS três vezes, incubadas com o 

anticorpo secundário biotinilado e em seguida com o complexo estreptoavidina 

peroxidase por 15 minutos, à temperatura ambiente. No final das incubações as 

lâminas foram lavadas em PBS três vezes e procedeu-se à revelação da reação, 

utilizando o cromógeno 3-3’-diaminobenzamidina (DAB 100mg em 70 mL de 

PBS + 3 mL de água oxigenada), por 1 minuto. Em seguida, as lâminas foram 

lavadas em água corrente por 5 minutos, contra-coradas em hematoxilina de 

Harris por 30 segundos e novamente lavadas em água corrente por 5 minutos 

para serem desidratadas, subemergindo-as em álcool 70%, álcool 95%, álcool 

absoluto e em solução de xilol três vezes, respectivamente. As lâminas foram 

finalmente montadas com lamínula e Etelan, rotuladas e mantidas em posição 

horizontal por 24 horas para secagem. 

 

3.8 - Quantificação digital das reações de imunohis toquímica.  Inicialmente 

as lâminas foram analisadas em microscópio óptico Nikon Eclipse TS100 sob a 

mesma intensidade de luz e altura do condensador. As áreas que melhor 

representavam a imunomarcação foram escolhidas e analisadas em aumento de 

400x. Foram realizadas fotomicrografias de 640 x 480 pixels em campos 

consecutivos, não coincidentes, com câmera digital Nikon Coolpix 4300, em 
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zoom óptico máximo. As imagens obtidas foram transferidas para um 

computador Pentium 4, com sistema operacional Windows XP e analisadas por 

programa de processamento de imagens ImageLab (Softium Informática, SP, 

Brasil). Foram determinados os índices IP (índice de positividade), IE (índice de 

expressão) e ItE (intensidade de expressão) em cada caso analisado116. IP 

representa o número de células positivas (que expressaram HPA1 ou HPA2), no 

total de 1000 células analisadas. ItE, representa a intensidade da coloração e foi 

determinada selecionando-se uma pequena região de 12 células positivamente 

imunomarcadas. Com o emprego do programa uma média de intensidade de 

expressão foi obtida em cada caso. O IE expressa a relação entre ItE e IP. 

Todos os índices, bem como a determinação da metodologia de quantificação 

digital das reações de imunohistoquímicas foram padronizadas (Figura 6). 

 

IP = número de células positivas    x 100    [%] 

                 número total de células contadas 

 

ItE = 320.7  -  320.7 x Σ OD     [ou/µm2] 

           Σ BOD 

IE =  IP x ItE    [ou/µm2] 

       100 

Figura 6. IP: índice de positividade; ItE: intensid ade de expressão; IE: índice de 
expressão 117 
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3.9 - Extração dos glicosaminoglicanos sulfatados d o tecido renal. As 

amostras de tecidos renais foram pulverizadas em nitrogênio líquido, 

posteriormente homogeneizados em acetona e mantidos à temperatura 

ambiente por 18 horas, com trocas da acetona a cada 6 horas. A seguir foi 

realizada uma centrifugação e aspiração da acetona, secando o excesso a 50ºC 

e, então, foi determinado o peso seco dos tecidos. Em seguida, foi efetuada a 

proteólise com Alcalase (Novozyme®). Para cada grama de tecido seco, 

adicionou-se 0,5 mL da solução enzimática (1 mL da enzima diluída em 40 mL 

de tampão Tris-Acetato 0,05 M, pH 7,5). A proteólise ocorreu a 50°C por 18-24 

horas. Em seguida, foi adicionado TCA 90%, em presença de 5 M de NaCl. Ao 

sobrenadante obtido foram acrescentados 2 volumes de metanol, -20°C, durante 

3 horas para a precipitação dos glicosaminoglicanos. O precipitado formado foi 

coletado por centrifugação, 10.000 x g por 30 minutos e seco à vácuo. Uma 

alíquota de 5 µL de cada amostra foi submetida à eletroforese em gel de 

agarose para identificação e quantificação dos glicosaminoglicanos. 

 

3.10 - Extração dos glicosaminoglicanos urinários. Os glicosaminoglicanos 

de pacientes portadores de carcinoma de células renais e de indivíduos 

saudáveis (controle) foram isolados por precipitação com amina quaternária, 

cetil-trimetiletil-amônia (CETAVLON)118,119. Em resumo, as amostras da urina 

foram ajustadas para pH 5,6 e diluídas com 0,5 volumes de água destilada, 

sendo adicionados 1,7 ml de CETAVLON 5% por 100 ml de urina e mantida a 

4°C por 18 horas. Os compostos coletados por centri fugação foram lavados com 
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etanol absoluto e mantidos a 4°C por 18 horas. Após  centrifugação o material foi 

seco à vácuo e homogeneizado com uma solução saturada de acetato de sódio 

(50 ml/L de urina). O precipitado obtido por nova centrifugação foi seco à vácuo 

e ressuspenso em água destilada. Em seguida, os glicosaminoglicanos foram 

reprecipitados com 2 volumes de metanol, mantidos a 4°C por 18 horas, sendo 

coletados por centrifugação, ressuspensos em água e submetidos à análise por 

eletroforese em gel de agarose. 

 

3.11 - Eletroforese em gel de agarose para análise dos glicosaminoglicanos 

sulfatados. A identificação inicial e a quantificação dos glicosaminoglicanos 

extraídos da urina e amostras de tecidos renais foram realizadas por 

microeletroforese em gel de agarose (0,5%)120. Após a adequada migração 

eletroforética, os glicosaminoglicanos foram precipitados no gel com CETAVLON 

0,1%, durante 2 horas. A seguir, o gel foi seco sob calor e ventilação, corado 

com uma solução de azul de toluidina 0,1% em ácido acético 1% e etanol 50%. 

O excesso de corante foi removido com uma solução de ácido acético 1% e 

etanol 50%. A seguir, as lâminas foram secas à temperatura ambiente e os 

glicosaminoglicanos quantificados por densitometria a 525 nm por comparação 

com padrões conhecidos de glicosaminoglicanos sulfatados. O tampão PDA 

(1,3-diaminopropanoacetato, pH 9,0) discrimina por ordem decrescente de 

mobilidade eletroforética os condroitim-4 e -6 sulfatos (CS), o dermatam sulfato 

(DS) e heparam sulfato (HS).  
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3.12 - Dosagem de ácido hialurônico. O ácido hialurônico foi dosado na urina 

dos pacientes com tumor e saudáveis. Foram adicionados 100 µL/poço de ácido 

hialurônico em várias concentrações (0 a 500µg/L) diluído em tampão Tris-HCl 

0,05M, pH = 7,75 e albumina bovina sérica 1% à placa de ELISA com sonda 

adsorvida. As amostras foram diluídas (1:1000) em tampão de ensaio. As 

amostras, obtidas de uma alíquota da extração dos glicosaminoglicanos dos 

tecidos, foram incubadas com o ácido hialurônico por 12 horas a 4°C e em 

seguida submetidas à lavagem da placa com tampão Tris-HCl 0,05M, pH = 7,75 

por 3 vezes. Em seguida, foi adicionado 100µL da sonda (1mg/mL proteína de 

ligação) diluída 1:10.000 no mesmo tampão de ensaio. A placa foi submetida à 

agitação branda por 2 horas e em seguida lavada 9 vezes com tampão de 

lavagem. Foram adicionados à placa 100 µL/poço de estreptavidina marcada 

com európio diluído 1:10.000 em tampão de ensaio. A estreptavidina tem 

afinidade pela biotina conjugada com a sonda. A placa foi submetida à agitação 

por 30 minutos e lavada novamente 9 vezes com tampão de lavagem. Com o 

objetivo de remover o európio ligado à estreptavidina, foi adicionada uma 

solução de “enhacement” 280 µL/poço, seguindo-se de 5 minutos de agitação 

branda121,122. Desse modo o európio livre foi lido pelo fluorímetro, como mostra 

na Figura 7. A dosagem do ácido hialurônico foi expressa em ng/ml. 
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Figura 7. Representação esquemática do ensaio fluor imétrico para quantificação do ácido 
hialurônico.  Placas de ELISA foram revestidas com a proteína de ligação do AH e 
sucessivamente incubadas com amostras de plasma humano, a proteína de ligação do acido 
hialurônico (AH), conjugada com biotina e estreptavidina marcada com európio. Após a liberação 
do európio com solução "enhancement" a fluorescência final foi quantificada em um fluorímetro 
(Martins, Passerotti et al., 2003). 
 

3.13 - Análises estatísticas . Os dados obtidos foram organizados e tabulados 

em planilhas com o auxílio do programa Excell em Windows Vista (Microsoft 

Corporation®, Califórnia, USA). A escolha das medidas de tendência central e 

dispersão dos valores que compõem as amostras, assim como dos testes 

estatísticos para comparação entre as mesmas foram baseados nos tipos de 

distribuição. As distribuições foram definidas como paramétricas ou não 

paramétricas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, segundo o programa estatístico 

SPSS® versão 13.0 (SPSS® Inc; Ilinois, USA). Os valores obtidos pelo estudo 

de cada variável contínua foram organizados e descritos por média e desvio 

padrão. Para as categorizadas foram utilizadas freqüências absolutas e 

A 

D 
C 

B 

E 
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relativas. Para a comparação entre as médias de duas populações amostrais 

paramétricas, foi utilizado o teste “t” de Student, e entre as médias de três ou 

mais populações a análise de variância (ANOVA) com teste auxiliar de 

Bonferroni. Para duas populações amostrais não paramétricas, a comparação 

das medianas foi realizada pelo teste de Mann-Whitney e entre três ou mais 

populações foi aplicado o teste de Kruskall-Wallis. Comparações da frequência 

de um fenômeno entre grupos de variáveis categorizadas foram realizadas com 

aplicação do teste exato de Fisher e teste do qui-quadrado. Para a verificação 

da existência de correlação entre duas variáveis contínuas, foi utilizado o teste 

de correlação de Pearson para as variáveis paramétricas e o teste de correlação 

de Spearmann para as variáveis não paramétricas. 
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No período entre dezembro de 2004 até novembro de 2005, 31 pacientes 

foram submetidos à nefrectomia radical aberta ou laparoscópica. Desses 31 

pacientes, 5 não apresentaram carcinoma de células renais na anatomia 

patológica: um paciente (paciente 4), apresentou oncocitoma medindo 5,7 cm de 

diâmetro, dois pacientes apresentaram carcinoma de células transicionais, 

sendo que em um deles (paciente 5), o tumor media 17 cm (CCT GIII) e no outro 

(paciente 19), 7 cm (CCT GII); o paciente 8 apresentou pielonefrite (a tomografia 

demonstrava massa tumoral com 12 cm de diâmetro) e o paciente 13 

apresentou um carcinoma de supra renal medindo 20 cm. Os demais vinte e seis 

pacientes foram diagnosticados com carcinoma de células renais. As amostras 

de urina e tecido renal de dois pacientes (2 e 6) foram perdidas durante a 

análise devido à falha na conservação das amostras ou extração do RNA. Esses 

pacientes que não apresentaram carcinoma de células renais e tiveram as 

amostras perdidas foram excluídos do estudo. O paciente 29 teve apenas o 

heparam sulfato, condroitim sulfato e ácido hialurônico urinário analisados, pois 

foi submetido à tumorectomia, por isso o tecido não neoplásico não foi captado 

para ser analisado. Portanto, a expressão da heparanase-1 e a quantificação 

dos glicosaminoglicanos sulfatados (heparam sulfato, condoitrin sulfato e 

dermatam sulfato) foram avaliados em 24 amostras, representando 77,4% do 

total de amostras coletadas inicialmente em cirurgia. Os resultados do 

estadiamento pré- e pós-cirúrgico, histologia, grau de Fuhrman, presença de 

metástase e invasão da fáscia de Gerota estão descritos na Tabela 2. 
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Tabela 2: Características patológicas dos pacientes  submetidos à 
nefrectomia que apresentaram carcinoma de células r enais 

 

Pac. 
Tamanho 
AP (cm) 

Est 
clínico 

Est 
patológico  Histologia 

Fáscia 
Gerota Metástase Fuhrman 

1 10 x 9 x 6,5 T2N0M0 T2N0Mx CCC N N 2 

3 24 x 17 T4N2M0 T4N2Mx CCC (papilifero) S S 3 

7 5 T1N0M0 T1N0Mx CCC N N 2 

9 8,5 x 6,7 T2N0M0 T2N0M0 CCc N N 2 

10 15 x 10 T2N1M0 T4N2Mx CCc (papilífero) S S 3 

11 5 T1N0M0 T1bN0Mx CCC N N 2 

12 2,4 T1N0M0 T1aN0Mx CCC N N 2 

15 4 T1N0M0 T1N0Mx CCC N N 2 

16 12 T3N1M0 T3bNxMx CCC N N 3 

17 10 T2N0M0 T2NxMx CCC N N 2 

18 10 T1N0M0 T2NxMx 
CCC (ductos 

coletores) 
N N 

2 

20 12 T2N0M0 T2NxMx CCC N N 3 

21 4,5 x 2 T1N0M0 T1NxMx CCC (sarcomatóide) N N 1 

22 7,5 x 7 T2N1M1 T2NxMx CCC N S 3 

23 8 x 7,5 T3bN0M0 T3NxMx CCC N N 2 

24 5 x 3,1 T1N0M0 T2NxMx CCC N N 2 

25 6 T1N0M0 T1NxMx CCC N N 1 

27 6 x 5,5 T1N0M0 T1bNxMx CCC N N 2 

28 6 x 5,5 x 3,5 T1N0M0 T1bNxMx CCC N N 2 

29 3 T1N0M0 T1NxMx CCC N N 2 

30 11,5 x 9,5 T2N1M0 T2N2Mx CCC (sarcomatóide) N N 2 

31 9,5 x 7 x 7 T2N0M0 T2N0Mx CCC N N 2 

32 8 x 6,5 T2N0M0 T2N0Mx CCC N N 2 

33 6 x 5 T1N0M0 T1bN0Mx CCC N N 1 
Pac: paciente, AP: anatomopatológico, Est: estadiamento, CCC: carcinoma de células claras, N: 
não, S: sim. 
 

4.1 – Reações de amplificação para determinação da expressão da 

heparanase por análise de RT-PCR semi-quantitativa 

A Figura 8 mostra a eletroforese em gel de agarose, após a reação de 

amplificação da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), que 

representa o gene utilizado como controle para os estudos utilizando as 

amostras de pacientes com carcinomas de células renais, demonstrando a 

expressão de GAPDH nos tecidos tumorais e nos tecidos não acometidos por 

neoplasia de pacientes com carcinoma de células renais. Pode-se observar que 
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a amplificação da enzima GAPDH encontra-se igualmente expressa nas 

amostras de tecidos tumorais e não neoplásicos, resultando em uma banda de 

peso molecular de aproximadamente 300 pares de base (Figura 8). 

  

 

 

 

 

Figura 8. Expressão de GAPDH por RT-PCR semi-quanti tativo . A eletroforese foi 
realizada em gel de agarose 2%, após amplificação do segmento de cDNA da enzima 
gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) dos pacientes com carcinoma de células 
renais. PM, Padrão de Peso Molecular de fragmentos de DNA; 1-3, representam os 
resultados obtidos de amplificações das amostras de tecido não neoplásicos; 4-6, 
representam os resultados obtidos de amplificações das amostras de tecido tumoral.  

  

A amplificação do cDNA da heparanase só foi possível utilizando-se 

a técnica de PCR “Touch Down”. Tal técnica baseia-se no princípio de 

iniciar as reações de amplificação em temperaturas de anelamento 

maiores. Portanto, ocorre maior especificidade nos primeiros ciclos de 

amplificação, seguindo de diminuição consecutiva da temperatura de 

anelamento nas reações em ciclos posteriores, aumentando assim a 

probabilidade de amplificação. 

A Figura 9 mostra a diferença significativa da expressão da 

heparanase quando a reação de amplificação foi realizada utilizando a 

técnica de “Touch Down”.  
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Figura 9. Amplificação da heparanase por RT-PCR “ Touch Down” . Eletroforese em 
gel de agarose 2%, após amplificação do segmento de cDNA da enzima heparanase-1 
utilizando ciclo “Touch Down”, como descrito em Métodos. A, amplificação do cDNA da 
enzima gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH); B, amplificação do cDNA da 
enzima heparanase-1. PM, Padrão de Peso Molecular de fragmentos de DNA; 1, 
amostra de tecido não neoplásico paciente com carcinoma de células renais; 2 e 3, 
amostras de tecidos tumorais de pacientes com carcinoma de células renais; 4, 
amplificação de cDNA da heparanase a partir de plasmídeo recombinante (pEGFP 
heparanase), contendo cDNA da heparanase-1.  

 

A quantificação das bandas de heparanase e GAPDH foi obtida nas 

reações de RT-PCR por densitometria e desse modo resultando em uma 

quantificação relativa, comparativamente à expressão de GAPDH. 

No Anexo 2 encontra-se demonstrado as quantificações das 

reações de amplificação de cada amostra, os valores da expressão da 

heparanase-1 foram obtidos pela relação heparanase/GAPDH, 

demonstrando que houve pureza na obtenção e quantificação das 

amostras de RNA para a realização das reações de amplificação e 

obtenção dos estudos de expressão por análises semi-quantitativas da 

heparanase-1. 

Analisando as amostras, após densitometria, foi observada a 

expressão da heparanase-1 em 50% das amostras de tecidos tumorais 
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dos pacientes com carcinoma de células renais, isto é, 12 das 24 

amostras de tecidos tumorais. Outro resultado importante que deve ser 

ressaltado é a expressão negativa em todas as amostras de tecidos não 

neoplásicos analisados nos pacientes do estudo, sem exceção (P < 

0,0001) (Figura 10). 

A Figura 10 representa o gráfico que expressa as densitometrias 

obtidas, após as análises de RT-PCR semi-quantitativas da expressão 

relativa da heparanase-1, das 24 amostras de tecidos tumorais e não 

neoplásicos analisadas dos pacientes do estudo. 

Houve um aumento significante da expressão relativa da 

heparanase-1 nos tecidos tumorais comparativamente aos tecidos não 

neoplásicos, respectivamente, (0,340 ± 0,37) e (0,00 ± 0,00) (P < 0,0001 – 

Kruskal-Wallis) (Figura 10). 

Analisando as 12 amostras que positivamente expressaram 

heparanase-1 nos tecidos tumorais, dois tumores foram classificados 

como papilíferos, dois tumores eram carcinoma de células claras com 

variante sarcomatóide e seis apresentavam apenas carcinoma de células 

claras. 
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Figura 10. Expressão da heparanase. A expressão da heparanase está representada 
de forma relativa. O eixo Y representa os valores da relação da expressão da 
heparanase com a expressão da enzima GAPDH. O eixo X representa os tecidos não 
neoplásicos (Normal) e tecidos tumorais (Tumor) obtidos de amostras coletadas de 
pacientes com carcinoma de células renais. Cada ponto significa a expressão individual 
de um paciente; o traço horizontal em vermelho representa a média dos valores (P < 
0,0001).  

 

A técnica de quantificação da expressão da heparanase por RT-PCR 

semi-quantitativo apresentou uma dúvida sobre sua real sensibilidade e 

especificidade, pois a quantificação da heparanase-1 só pode ser detectada 

depois da realização de cerca de 30 ciclos, quando a reação de PCR já 

encontrava-se em fase próxima de saturação, consequentemente, a detecção de 

diferenças na expressão seria difícil de ser detectada por tal técnica. Contudo, a 

técnica de RT-PCR em tempo real consegue avaliar a expressão utilizando 

poucos ciclos (20-25 ciclos), sendo, portanto, mais sensível e eficiente para 

estudar diferenças na expressão gênica (Figura 11). Portanto, os fragmentos de 

tecido tumoral e não neoplásicos foram reavaliados para pela técnica de RT-

PCR tempo real para investigar as diferenças de expressão da heparanase-1.  
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Figura 11. Vantagens de avaliação da expressão da h eparanase por RT-PCR tempo real. 
As análises de RT-PCR em tempo real avaliam as reações na fase exponencial linear da curva 
acima representada, enquanto as análises de RT-PCR semi-quantitativas avaliam as reações em 
fase de saturação, como destacado em vermelho. Por essa razão, a reação em tempo real é 
mais eficiente e consegue detectar diferença de expressão gênica de forma significativamente 
mais sensível, quando comparada com a técnica semi-quantitativa.   
 

As análises realizadas por RT-PCR em tempo real demonstraram 

aumento significativo de aproximadamente duas vezes na expressão da 

heparanase-1 nos tecido tumorais, quando comparados aos tecidos não 

neoplásicos, respectivamente (3,99 ± 0,25) e (2,09 ± 0,20), (P < 0,05) (Figura 

12 e Tabela 3). 

 

Tabela 3.  Quantificação da heparanase-1 por RT-PCR em tempo r eal 

 

Grupo Média de expressão Desvio Padrão 

Tumoral 3,99 0,25 

Não neoplásico 2,09 0,20 

Exponencial  
Alta eficiência 

Linear: pouca 
eficiência  

 
Plato: sem 
amplificação  

Detecção do gel 
por brometo de 
etideo 
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Figura 12. Expressão da heparanase-1 em tecido tumo ral e não neoplásico de pacientes 
com carcinoma de células renais. A quantificação foi realizada por RT-PCR em tempo real 
como descrita em detalhes na Metodologia. Os ensaios foram realizados em triplicatas para 
todas as amostras incluindo os genes controle gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e 
proteína ribossomal RPL 13a. 

 

A Tabela 4 demonstra a expressão da heparanase-1, as correlações 

clínicas e características anatomopatológicas dos carcinomas de células renais 

utilizados no estudo.  

A expressão da heparanase no tecido não neoplásico e tumoral não 

apresentou diferença estatisticamente significante quando foi comparada entre o 

tamanho tumoral, a classificação de Fuhrman, presença ou ausência de invasão 

da gordura peri-renal, cápsula renal, seio renal, vasos, necrose, metástase, e 

seguimento pós-operatório. A expressão da heparanase apresentou-se mais 

elevada no tecido tumoral quando ocorreu invasão da fáscia de Gerota, 

entretanto esse resultado foi desconsiderado, como será explicado em 

discussão. 
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Tabela 4. Expressão da heparanase-1, correlações cl ínicas e 
características anátomo-patológicas dos pacientes e m estudo. 
 

Paciente 
*Tamanho 
do tumor Fuhrman Metástase 

Seio 
renal 

Gordura 
peri renal 

Cápsula 
renal Necrose  

Fáscia 
Gerota 

Vaso
s 

Seguimento 

1 7-10 cm 2 N N N S N N N faleceu  
3 > 10 cm 3 S  N S S S S S faleceu 
7 < 7 cm 2 N N N N N N N faleceu 
9 7-10 cm 2 N S S S N N N S/I 
10 > 10 cm 3 S  S S S S S S faleceu 
11 < 7 cm 2 N N N N S  N N vivo 
12 < 7 cm 2 N N N N N N N vivo 
15 < 7 cm 2 N N N N N N N vivo 
16 > 10 cm 3 N N N N N N S faleceu 
17 7-10 cm 2 N N N N S N N S/I 
18 7-10 cm 2 N N N N N N N faleceu 
20 > 10 cm 3 N N N N S N N faleceu 
21 < 7 cm 1 N N N N S N N S/I 
22 7-10 cm 3 S  N N S N N N S/I 
23 7-10 cm 2 N N N S S N S metástase 
24 < 7 cm 2 N N S S N N S vivo 
25 < 7 cm 1 N N N N N N N S/I 
27 < 7 cm 2 N N N N N N N Vivo 
28 < 7 cm 2 N N N N N N N S/I 
29 < 7 cm 2 N N N N N N N vivo 
30 7-10 cm 2 S N N S S N N S/I 
31 7-10 cm 2 N N N N S N N metástase 
32 7-10 cm 2 N N N N N N N S/I 
33 < 7 cm 1 N N N N S N N S/I 

* Tamanho do tumor de acordo com a informação obtida pela anatomia patológica; N: não; S: sim; 
(S/I): sem informação 

 

4.2 - Análises imunohistoquímicas 

 Nos estudos imunohistoquímicos foi decidido investigar a expressão 

das isoformas de heparanases (HPA1 e HPA2) no tecido tumoral 

comparativamente ao tecido não acometido pela neoplasia nas lâminas 

histológicas dos pacientes com carcinomas de células renais, com a 

finalidade de possivelmente correlacionar a presença de tais isoformas de 

heparanases com o tumor renal.  
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 Observar-se que a heparanase-1 (HPA1) corresponde à forma 

enzimaticamente ativa, enquanto a heparanase-2 (HPA2) não possui 

atividade enzimática. Para tal investigação, como descrito em detalhes na 

metodologia, foram utilizados quatro anticorpos policlonais específicos. A 

Figura 13 representa o controle negativo das reações de 

imunohistoquímica. Cumpre ser observado que também foi realizado o 

controle negativo utilizando apenas anticorpos primários na reação e 

também não houve nenhuma imunomarcação. 

As Figuras 14 e 15 demonstram que houve marcação com todos os 

quatro anticorpos policlonais utilizados para identificar as isoformas de 

HPA1 e HPA2, tanto nos tecidos não neoplásicos como nos tecidos 

tumorais, analisados a partir das lâminas histológicas dos pacientes com 

carcinoma de células renais.  

 

Figura 13. Imunohistoquímica do tecido renal de pac ientes com carcinoma de 
células renais com utilização apenas de anticorpos secundários . Microfotografia 
com aumento de 400x. 
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Figura 14. Identificação por imunohistoquímica de h eparanase-1 e heparanase-2 
em região não neoplásica de tecido renal de pacient es com carcinoma de células 
renais . A identificação da região não neoplásica a ser avaliada para a reação de 
imunohistoquímica das isoformas de HPA1 e HPA2 foi previamente definida em cada 
lâmina por patologista após coloração com hematoxilina-eosina. Os anticorpos primários 
utilizados foram HPA1 H80 e HPA1 C20 para identificação da heparanase-1 e anticorpos 
HPA2 N19 e HPA2 C17 para heparanase-2, seguindo revelação com peroxidase como 
descrito em Métodos. Microfotografia com aumento de 400x. 
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Figura 15. Identificação por imunohistoquímica de h eparanase-1 e heparanase-2 
em região tumoral de tecido renal de pacientes com carcinoma de células renais . A 
identificação da região tumoral a ser avaliada para a reação de imunohistoquímica das 
isoformas de HPA1 e HPA2 foi previamente definida em cada lâmina por patologista 
após coloração com hematoxilina-eosina. Os anticorpos primários utilizados foram HPA1 
H80 e HPA1 C20 para identificação da heparanase-1 e anticorpos HPA2 N19 e HPA2 
C17 para heparanase-2, seguindo revelação com peroxidase como descrito em Métodos. 
Microfotografia com aumento de 400x. 

 

A média de expressão determinada pelo índice de positividade (IP), 

intensidade de expressão (ItE) e índice de expressão (IE) das várias 

isoformas de heparanases obtidas com cada anticorpo específico está 

representada na Tabela 5. 
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Tabela 5. Expressão das isoformas de HPA1 e HPA2 po r 
quantificação digital das reações de imunohistoquím ica. 
 
Anticorpos IP 

(%) 
ItE 

(u.o./µµµµm2) 
IE 

     (u.o./µµµµm2) 

 CONTROLES 

HPA1 H80 

HPA1 C20          

HPA2 N19 

HPA2 C17  

CASOS 

HPA1 H80 

    

  12,69 ± 4,25 

   32,14 ± 4,63 

   16,30 ± 6,21                   

     6,40 ± 2,56   

 

   14,03 ± 27,64 

     

     101,18 ± 17,99               

       90,32 ± 15,80              

       81,38 ± 17,97           

     101,74 ± 27,14       

 

    86,62 ± 25,55 

   

   12,27 ± 4,24 

   29,09 ± 7,25 

   13,06 ± 5,34 

     6,13 ± 2,62 

 

  16,46 ± 30,35 

HPA1 C20    82,83 ± 22,94      91,54 ± 24,44    76,76 ± 30,46 

HPA2 N19    15,05 ± 29,89      90,26 ± 30,74    15,65 ± 34,81 

HPA2 C17    16,05 ± 29,63      92,46 ± 26,86    14,27 ± 26,93 

IP, Índice de Positividade; ItE, Intensidade de Expressão; IE,: Índice de Expressão. Os 
valores expressam a média e o desvio padrão, consecutivamente. CONTROLES, tecidos 
não acometidos por neoplasia e CASOS, tecidos tumorais. 
 
 

Realizando análises estatísticas comparativas com os dados obtidos da 

quantificação digital das reações de imunohistoquímica entre o grupo caso 

(tecidos tumorais) e grupo controle (tecidos não neoplásicos), foi observado que 

a enzima heparanase-1 apresenta maior expressão nos tecidos tumorais 

comparativamente aos tecidos não neoplásicos (P ≤ 0.002). Entretanto, não 

existe diferença de expressão significativa entre a imunomarcação da isoforma 

de heparanase-2 quando analisamos tecido tumoral e não neoplásicos de 

pacientes com carcinoma de células renais.  

A intensidade de expressão (ItE) nos tecidos tumorais para HPA1 e 

HPA2 foi a mesma para os diferentes anticorpos utilizados HPA1 H80, 
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HPA1 C20, HPA2 N19 e HPA2 C17, não havendo diferença estatística 

significante (P = 0,891 – teste ANOVA) (Figura 15 e Tabela 5).  

Contudo, na Figura 15, que mostra a imunomarcação de apenas um 

paciente, mas representa expressivamente o que ocorreu com todas as 

imunomarcações e os valores representados na Tabela 5, evidenciam que 

a imunomarcação com o anticorpo HPA1 C20, encontra-se estatisticamente 

aumentada, quando comparada às três outras imunomarcações obtidas com os 

anticorpos HPA1 H80, HPA2 C17 e HPA2 N19, para os índices de positividade e 

índice de expressão nos tecidos tumorais (P < 0,0001 – teste de Kruskal-Wallis).  

Os resultados obtidos sugerem, portanto, que a isoforma HPA1 

enzimaticamente ativa de 50 kDa, reconhecida pelo anticorpo HPA1 C20, 

diferente das demais isoformas da heparanase que são cataliticamente inativas 

HPA1 65 kDa (identificada pelo anticorpo HPA1 H80) e as isoformas da HPA2 

que são identificadas, respectivamente, pelos anticorpos, HPA2 N19 e HPA2 

C17, possivelmente representa a isoforma de heparanase significativamente 

mais importante na carcinogênese de células renais. Tais dados indicam que tal 

isoforma seja potencialmente a mais importante como marcador de diagnóstico 

e possível alvo de terapia anti-tumoral. 

Cumpre ser observado que o anticorpo policlonal HPA1 C20 também 

identifica a porção C-terminal da isoforma inativa da enzima HPA1 65 kDa. 

Entretanto, os valores obtidos da quantificação digital nas reações de 

imunohistoquímica indicam que o aumento no índice de expressão e índice de 

positividade não expressa apenas a somatória da isoforma inativa, mas sim um 
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aumento significativo da isoforma de 50 kDa (Figura 16), visto que o valor obtido 

com a imunomarcação do anticorpo HPA1 C20 é quatro vezes maior que o valor 

da imunomarcação do anticorpo HPA1 H80.  

 

HPA2 C17 HPA2 N19 HPA1 H80 HPA1 C20
HPA2 C17 HPA2 N19

HPA2 N19 HPA1 H80

HPA1 H80 HPA1 C20

HPA1 C20HPA2 C17

A B

C

 
 
 
Figura 16. Quantificação digital da expressão das i soformas de heparanases em 
tecidos tumorais.  Os gráficos representam a quantificação digital das reações de 
imunohistoquímica nos tecidos tumorais. O índice de positividade (IP), que representa o 
número de células positivas no total de 1000 células analisadas; a intensidade de 
expressão (ItE) obtida com cada anticorpo específico e o índice de expressão (IE), que 
relaciona IP e ItE foram obtidos utilizando os anticorpos policlonais HPA1 H80, HPA1 
C20, HPA2 N19 e HPA2 C17 (Santa Cruz) para determinar quantitativamente diferenças 
na expressão das proteínas heparanase-1 e heparanase-2 nos tecidos tumorais como 
descrito em detalhes na metodologia. A, IP expressão aumentada de HPA1 C20 comparada 
às expressões de HPA1 H80, HPA2 C17 e HPA2 N19 (P < 0,0001 – teste de Kruskal-Wallis); B, 
ItE: expressões semelhantes de HPA1 C20, HPA1 H80, HPA2 C17 e HPA2 N19 (P = 0,891 – 
ANOVA); C, IE: expressão aumentada de HPA1 C20 comparada às expressões de HPA1 H80, 
HPA2 C17 e HPA2 N19 (P < 0,0001 – teste de Kruskal-Wallis). 
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4.3 – Identificação e quantificação dos glicosamino glicanos 

sulfatados nas amostras de tecidos renais tumorais e não 

neoplásicos. 

A identificação e quantificação dos glicosaminoglicanos sulfatados 

em cada amostra de tecido tumoral e não neoplásico dos pacientes com 

carcinoma de células renais foi realizada em 11 amostras do total de 24 

amostras que foram analisadas anteriormente nos estudos de 

imunohistoquímica e expressão de heparanase. A razão da utilização de apenas 

45,8% das amostras anteriormente analisadas essencialmente se deve ao 

fato da quantidade de tecidos de determinadas amostras terem sido 

insuficientes para todos os estudos. O perfil dos glicosaminoglicanos 

sulfatados foi obtido por eletroforese em gel de agarose, seguido de 

densitometria para quantificação precisa de cada composto.  

A Figura 17 ilustra o resultado de uma eletroforese em gel de agarose de 

uma amostra para identificar e quantificar os glicosaminoglicanos sulfatados. 

 
 
Figura 17. Eletroforese para quantificação dos 
glicosaminoglicanos sulfatados (GAG).  CS, condroitim 
sulfato; DS, dermatam sulfato; HS, heparam sulfato; 
Padrão,  padrão de GAG (5 µg/µl); Tumor,  GAG 
obtidos de tecido tumoral de paciente com carcinoma 
de células renais; Controle , GAG extraídos de tecido 
não neoplásico de paciente com carcinoma de células 
renais.  
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Os resultados da quantificação dos glicosaminoglicanos sulfatados, 

descritas anteriormente, estão representados na Tabela 6. É importante salientar 

que o valor representado por cada quantificação na Tabela 6, indica a média de 

triplicatas de ensaios realizados no mínimo duas vezes, sendo o erro descrito 

para tal metodologia menor que 5%. 

 
Tabela 6. Identificação e quantificação dos glicosa minoglicanos sulfatados 

nos tecidos não neoplásicos e tumorais  
 

CS, Condroitim sulfato; DS, Dermatam sulfato; HS, Heparam sulfato 

 

 

Amostras µg/g peso seco Glicosaminoglicanos 
% 

Glicosaminoglicanos 
µg/g peso seco 

Pacientes 
Peso 
seco  HS DS CS HS DS CS 

         
#10 Não neoplásico 0,0244 136,3 16,4 68,1 15,5 22,4 92,8 21,1 
#16 Não neoplásico 0,0476 79,4 31,6 56,2 12,2 25,1 44,6 9,7 
#21 Não neoplásico 0,0293 201,9 37,3 46,5 16,2 75,4 93,8 32,7 
#24 Não neoplásico 0,1607 29,1 7,6 78,0 14,4 2,2 22,7 4,2 
#25 Não neoplásico 0,0427 79,6 13,0 77,1 9,9 10,4 61,4 7,9 
#27 Não neoplásico 0,2215 30,2 35,0 55,5 9,5 10,6 16,8 2,9 
#28 Não neoplásico 0,0776 32,6 20,9 65,7 13,4 6,8 21,4 4,4 
#30 Não neoplásico 0,0811 76,3 12,8 67,8 19,4 9,7 51,7 14,8 
#31 Não neoplásico 0,1429 38,7 20,7 63,4 15,8 8,0 24,6 6,1 
#32 Não neoplásico 0,0924 66,9 29,4 62,6 8,0 19,7 41,8 5,4 
#33 Não neoplásico 0,1972 20,5 19,4 72,3 8,3 4,0 14,8 1,7 

Média  71,9    17,6 44,2 10,0 
#10 Tumor 0,1713 40,9 2,0 35,4 62,6 0,8 14,5 25,6 
#16 Tumor 0,0939 103,7 2,8 0,0 97,2 2,9 0,0 100,8 
#21 Tumor 0,0619 83,0 11,3 43,7 45,0 9,4 36,3 37,3 
#24 Tumor 0,18 32,9 2,3 50,4 47,3 0,7 16,6 15,6 
#25 Tumor 0,049 111,7 4,9 0,0 95,1 5,4 0,0 106,2 
#27 Tumor 0,037 195,3 5,6 35,3 59,0 11,0 69,0 115,3 
#28 Tumor 0,1174 24,4 1,6 0,0 98,4 0,4 0,0 24,1 
#30 Tumor 0,1048 76,2 4,1 42,2 53,7 3,1 32,2 40,9 
#31 Tumor 0,2438 43,7 5,2 39,9 54,9 2,3 17,4 24,0 
#32 Tumor 0,125 37,0 5,8 1,9 92,3 2,14 0,7 34,1 
#33 Tumor 0,1163 35,7 7,1 0,0 92,9 2,5 0,0 33,1 

Média  71,3    3,69 16,9 50,6 
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A Figura 18 representa graficamente as concentrações de heparam 

sulfato (HS), dermatam sulfato (DS) e condroitim sulfato (CS) dos tecidos não 

neoplásicos e tumorais. 
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Figura 18. Glicosaminoglicanos sulfatados em carcin oma de células renais.  A extração, 
identificação e quantificação dos glicosaminoglicanos sulfatados dos tecidos não neoplásicos (A) 
e tecidos tumorais (B) foi realizada seguindo o protocolo descrito em detalhes em Métodos. No 
eixo Y encontra-se representado os valores da concentração dos glicosaminoglicanos sulfatados 
em (µg/g), microgramas por grama de tecido seco (pó-cetônico). O eixo X representa os 
diferentes glicosaminoglicanos sulfatados. HS, heparam sulfato; DS, dermatam sulfato; 
CS, condroitim sulfato. Cada ponto significa a expressão individual de um paciente. O 
traço horizontal em vermelho representa a média dos valores (P < 0,05).  
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Foi observado redução na quantidade de HS e DS nos tecidos tumorais 

quando comparados com os tecidos não neoplásicos. Porém, um 

comportamento inverso pode ser observado para o CS, havendo um aumento 

bastante expressivo da quantidade de CS nos tecidos tumorais, quando 

comparados com os tecidos não neoplásicos.  

Nas análises estatísticas, a média de heparam sulfato presente nos 

tecidos tumorais de células renais foi significativamente menor quando 

comparada ao valor obtido para os tecidos não neoplásicos, respectivamente, 

(3,6 ± 3,5 µg/g peso seco e 17,6 ± 20,5 µg/g peso seco), (P = 0,007 – Kruskal-

Wallis e P = 0,004 – Mann-Whitney). 

O dermatam sulfato, assim como o heparam sulfato, apresentou 

diminuição significativa nos tecidos tumorais quando comparados com os 

valores obtidos para os tecidos não neoplásicos, respectivamente, (16,9 ± 21,7 

µg/g peso seco) e (44,2 ± 28,5 µg/g peso seco) (P = 0,044 – Anova e P = 0,052 

– Bonferroni). 

A concentração de condroitim sulfato foi maior no tecido tumoral (50,6 ± 

37,2 µg/g peso seco), quando comparado com o tecido não neoplásico (10,0 ± 

9,4 µg/g peso seco) com significância de P = 0,001 – Anova e P = 0,001 – 

Bonferroni. 

A Tabela 7 resume as médias obtidas da quantificação dos 

glicosaminoglicanos sulfatados nas amostras de tecidos tumorais e não 

neoplásicos de pacientes com carcinoma de células renais. 
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Tabela 7. Quantificação dos glicosaminoglicanos sul fatados em tecidos 
tumorais e não neoplásicos de pacientes com carcino ma de células renais. 
 Heparam sulfato 

(µ(µ(µ(µg/g peso seco) 

Dermatam sulfato 

(µ(µ(µ(µg/g peso seco) 

Condroitim sulfato 

(µ(µ(µ(µg/g peso seco) 

Tumorais 3,6 ± 3,5 16,9 ± 21,7 50,6 ± 37,2 

Não neoplásicos 17,6 ± 20,5 44,2 ± 28,5 10,0 ± 9,4 

P para heparam sulfato, dermatam sulfato e condroitim sulfato, respectivamente, 0,007, 0,04 e 
0,001. Os valores representam a média e desvio padrão obtido das quantificações das 11 
amostras dos tecidos tumorais e não neoplásicos de pacientes com carcinoma de células renais, 
sendo que cada amostra foi submetida à eletroforese em triplicata e o ensaio de quantificação  
realizado no mínimo duas vezes. 

 

A proporção de condroitim sulfato aumentou aproximadamente cinco 

vezes e a proporção do heparam sulfato diminuiu cinco vezes nos tecidos 

tumorais, comparativamente aos tecidos não neoplásicos. Já a proporção do 

dermatam sulfato diminuiu aproximadamente três vezes no tecido tumoral, 

comparando-se com o tecido não neoplásico (Figura 19). 

Embora tenham ocorrido alterações significativas nas proporções dos 

glicosaminoglicanos sulfatados entre o tecido tumoral e o tecido não neoplásico, 

refletindo, possivelmente, um papel importante de tais compostos nos 

mecanismos de carcinogênese, não foi detectado alteração na quantidade total 

de glicosaminoglicanos sulfatados entre os tecidos tumorais e não neoplásicos, 

isto é, a média de glicosaminoglicanos sulfatados total encontrados nos tecidos 

tumorais e não neoplásicos foram, respectivamente, 71,3 e 71,9 µg/g de tecido 

seco (Figura 19 e Tabela 7). 
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Figura 19. Comparação entre a concentração de glico saminoglicanos sulfatados 
nos tecidos tumorais e não neoplásicos. Os glicosaminoglicanos sulfatados foram 
quantificados nos tecidos tumorais e não neoplásicos obtidos de pacientes com 
carcinoma de células renais por eletroforese em gel de agarose. 
 

4.4 - Glicosaminoglicanos sulfatados na urina 

A análise dos glicosaminoglicanos urinários foi realizada nos grupos 

controle (amostras de urina coletadas de indivíduos não acometidos por 

neoplasias), tumor (amostras de urina coletadas no período pré-operatório de 

pacientes com carcinoma de células renais) e no pós-operatório (amostras de 

urina coletadas de pacientes com carcinoma de células renais após cirurgia).  

No grupo controle, o condroitim sulfato e heparam sulfato foram 

analisados em 27 pacientes, enquanto no grupo tumor e grupo pós-operatório, 

tais compostos foram analisados, respectivamente, em 14 e 12 pacientes.   

O procedimento para a coleta de amostras de urina envolveu a utilização 

de sonda, como descrito na metodologia. Tal procedimento pode causar 

hematúria o que inviabiliza o processamento de tais amostras para a obtenção 
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de glicosaminoglicanos, sendo essa uma das razões de perda no número de 

amostras de pacientes analisadas em nossos estudos. 

Pode ser observado na Figura 20 que a concentração do condroitim 

sulfato e heparam sulfato urinário foi maior no grupo controle quando comparado 

aos grupos tumor e pós-operatório. Entretanto, não houve diferença estatística 

significante entre os valores encontrados para os grupos estudados.  

O valor médio de condroitim sulfato urinário no grupo controle (1,2 ± 1,12 

µg/mg de creatinina), no grupo pré-operatório (0,98 ± 0,51 µg/mg de creatinina) 

e no grupo pós-operatório (0,95 ± 0,28 µg/mg de creatinina). As análises 

estatísticas demonstraram que não houve diferença significativa nas 

concentrações de condroitim sulfato urinário entre as amostras do grupo controle 

e do grupo pré-operatório e comparando-se as amostras obtidas do grupo de 

pacientes nos grupos pré e pós-operatório respectivamente, Teste t de Student, 

P = 0,486 e P = 0,395. 

Os valores de heparam sulfato urinário obtidos para o grupo controle 

(0,45 ± 0,36 µg/mg de creatinina), no grupo pré-operatório (0,31 ± 0,21 µg/mg de 

creatinina) e no grupo pós-operatório (0,29 ± 0,12 µg/mg de creatinina) também 

não apresentaram diferenças estatísticas significantes entre os grupos controle e 

pré-operatório e comparando-se as amostras obtidas do grupo de pacientes no 

pré- e pós-operatório, respectivamente, Teste t de Student, P = 0,184 e P = 

0,219. 
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Figura 20. Glicosaminoglicanos sulfatados urinários . Os valores estão expressos em µg/mg 
de creatinina e indicam a média dos valores obtidos da quantificação em amostras de urina de 
27 indivíduos sadios (controle), 14 urinas coletadas no pré-operatório de pacientes com 
carcinoma de células renais e 12 amostras de urina coletadas no pós-operatório de pacientes 
com carcinoma de células renais. A coleta das amostras de urina, a identificação e quantificação 
dos glicosaminoglicanos sulfatados foram realizadas por eletroforese em gel de agarose e 
densitometria, como descrito detalhadamente em Métodos. Os valores expressam a média 
obtida de ensaios realizados em triplicatas e o erro da metodologia é menor que 5%. 
 

Os valores do HS e CS nas amostras de urina foram comparados entre o 

tamanho do tumor (lesão < 7 cm, entre 7-10 cm e > 10 cm), evolução com óbito 

do paciente, estadiamento (pT1, pT2, pT3, pT4), grau de Fuhrman, presença ou 

ausência de trombo tumoral, de necrose tumoral e de metástase, invasão ou não 

da gordura perirrenal, do seio renal, da fáscia de Gerota ou da cápsula renal. 

Não foi verificada nenhuma correlação estatística entre os glicosaminoglicanos 

urinários e os parâmetros clínicos e histológicos citados. 
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4.5 - Análise do ácido hialurônico urinário 

 O ácido hialurônico foi quantificado em amostras de urina de 29 

indivíduos sadios (grupo controle), 20 amostras de urina de pacientes com 

carcinoma de células renais coletadas antes da cirurgia (denominado grupo 

tumor) e 13 amostras coletadas após o procedimento cirúrgico (denominado 

grupo pós-operatório). 

A quantificação do ácido hialurônico urinário, Figura 21, evidencia que 

não houve diferença significativa nas amostras pré- e pós-operatórias de 

pacientes com carcinoma de células renais e grupo controle (P = 0,147 ANOVA). 
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Figura 21. Dosagem de ácido hialurônico urinário.  As amostras de indivíduos saudáveis 
(controles); amostras coletadas de pacientes com carcinoma de células renais antes da cirurgia 
(tumores) e após a cirurgia (pós-operatório, PO). A dosagem do ácido hialurônico foi realizada 
utilizando-se a técnica descrita em Métodos (Martins, Passerotti et al., 2003).  Os valores 
representados indicam a média de ensaios realizados em triplicatas, obtidos em cada grupo. Os 
valores estão expressos em ng de ácido hialurônico/ ml (P = 0,147). 
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Diante dos resultados obtidos por RT-PCR semi-quantitativo, foi 

observado que a heparanase-1 apresenta-se expressa em 50% dos tecidos 

tumorais de pacientes com carcinoma de células renais, enquanto não houve 

expressão nos tecidos não neoplásicos dos mesmos pacientes analisados.  

Esse dado representa uma informação muito importante sobre a 

expressão da heparanase-1 em carcinoma de células renais: quando a 

análise da expressão de heparanase-1 for negativa, não se descarta a 

possibilidade de diagnóstico positivo para carcinoma; entretanto, 

quando o resultado da expressão da heparanase for positivo, podemos 

descartar a chance de um falso positivo, situação que poderia ser muito 

prejudicial ao paciente. 

A expressão do RNA mensageiro da heparanase-1 em tecidos normais é 

restrita apenas nos tecidos da placenta e órgãos linfóides. Alguns estudos 

revelaram a expressão da heparanase-1 em alguns tipos de tumores malignos, 

como o de mama, cólon, pulmão, pâncreas, próstata e ovário. No 

adenocarcinoma de cólon, foi observado que a expressão da heparanase-1 

aumenta quando ocorre um maior grau de indiferenciação celular112,123. No 

carcinoma de células renais o aumento do tamanho tumoral pode estar 

relacionado com maior malignidade e indiferenciação celular124.  

A expressão da heparanase-1 apresentou aumento significativo quando 

ocorreu invasão da fáscia de Gerota na analise do tecido tumoral (P = 0,047 - 

teste "U" de Mann-Whitney). A invasão da fáscia de Gerota pelo tumor é 

considerado pelo estadiamento TNM 2002, como pT4, independente do 
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tamanho da lesão tumoral. Esse dado patológico reflete uma gravidade da lesão 

tumoral, piorando o prognóstico e a sobrevida global do paciente, tanto que 

ambos os pacientes que apresentaram a invasão da fáscia de Gerota, faleceram 

aproximadamente 1 ano após a nefrectomia radical. Entretanto, apenas 2 

pacientes apresentaram invasão da fáscia de Gerota e esses mesmos 

pacientes, também apresentaram o maior tamanho tumoral e estadiamento mais 

avançado do estudo. Por essa razão, é possível sugerir que existe uma relação 

com o tamanho do tumor, invasão da fáscia de Gerota e ação da heparanase-1, 

embora não tenha sido observada uma correlação estatisticamente significante 

entre o tamanho do tumor e expressão da heparanase-1 no presente estudo. 

Entretanto, essa hipótese apresenta viés, sendo o grande inconveniente o 

tamanho da amostra e o número de casos que apresentaram invasão da fáscia 

de Gerota, por essa razão, o estudo certamente terá continuidade para reavaliar 

esse aspecto.  

Dados descritos na literatura demonstram uma correlação entre o 

aumento na expressão da heparanase-1 com o crescimento tumoral, o aumento 

da angiogênese e a maior agressividade do tumor125. 

O presente estudo não demonstrou que existe correlações diretas entre a 

expressão da heparanase-1 com metástases, invasão da veia renal, grau de 

Fuhrman, invasão da gordura perineural, estadiamento avançado, sobrevida e 

necrose tumoral. Provavelmente, tal resultado se deve ao fato de que os 

subgrupos possuíram um número reduzido de pacientes e os grupos estudados 

não foram homogêneos, limitando as análises estatísticas. 
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Ainda, é muito importante observar que apenas 16,7% dos pacientes 

nesse estudo apresentaram metástases no diagnóstico, portanto, tumores em 

estadios mais avançados, o que possivelmente também prejudicou a avaliação 

estatística da correlação entre metástases e expressão de heparanase-1.  

Esse trabalho foi pioneiro em demonstrar a expressão de ambas 

heparanases, HPA1 e HPA2 em carcinoma de células renais, utilizando técnicas 

de imunohistoquímica. Utilizando-se quatro diferentes anticorpos policlonais foi 

possível concluir que a forma latente da HPA1 (65 kDa) e as variantes da HPA2, 

também inativas enzimaticamente, apresentaram a mesma imunomarcação no 

carcinoma de células renais. Por outro lado, o anticorpo HPA1 C20, que 

identifica ambas variantes da HPA1, a forma latente (65 kDa) e a forma ativa (50 

kDa), apresentou uma expressão significativamente aumentada quando 

comparada com os outros três anticorpos.  

Tais resultados sugerem que a forma HPA1 50 kDa possa ser a 

isoforma que apresente expressão diferencialmente aumentada no 

carcinoma de células renais. Esta análise mostra que a forma 

enzimaticamente ativa da HPA1 de 50 kDa pode estar relacionada com a 

fisiopatologia do carcinoma de células renais, podendo ser útil como alvo 

de terapia molecular para o tratamento desse tipo de câncer. 

O índice de expressão (IE) e o índice de positividade (IP) foram 

maiores no anticorpo HPA1 C20, o qual identifica de maneira específica a 

porção C-terminal da HPA1, a enzima de 50 kDa, cataliticamente ativa, 

além de identificar a forma latente de 65 kDa. Esse resultado pode sugerir 



 82 

que a expressão diferencial obtida com o anticorpo HPA1 C20, isto é, o 

aumento significativo observado da expressão com tal anticorpo se deva 

possivelmente à variante HPA1 de 50 kDa, visto que o mesmo aumento 

não foi observado com o anticorpo HPA1 H80, o qual indica com precisão 

a região de aminoácidos que compreende a porção N-terminal da forma 

latente, inativa da HPA1 que apresenta 65 kDa. Por consequência, a 

HPA1 enzimaticamente ativa pode desempenhar um papel importante no 

desenvolvimento do carcinoma de células renais. 

Os dados obtidos demonstraram aumento significativo de condroitim 

sulfato e diminuição de heparam sulfato e dermatam sulfato nas amostras 

de tecidos tumorais, quando comparados com amostras de tecidos não 

neoplásicos. Esses dados obtidos com carcinoma de células renais 

adicionam resultados obtidos da literatura com outros tipos de tumores 

que também obtiveram aumento de condroitim sulfato e diminuição de 

heparam sulfato e dermatam sulfato70,83.  

Apesar das alterações observadas em cada tipo de 

glicosaminoglicano sulfatado analisado nos carcinomas de células renais, 

não foi verificada variação na quantidade total de glicosaminoglicanos 

sulfatados, quando comparado tecidos tumorais com não neoplásicos. 

A diminuição na quantidade de heparam sulfato encontrada nos tecidos 

tumorais de pacientes com carcinoma de células renais pode estar relacionada 

com o aumento na expressão da enzima heparanase-1 (isoforma 

enzimaticamente ativa 50 kDa), que degrada especificamente cadeias de 
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heparam sulfato de proteoglicanos ou com diminuição da síntese do heparam 

sulfato por enzimas específicas envolvidas na biossíntese desse composto.  

Outros estudos da literatura evidenciaram o aumento de 

glicosaminoglicanos sulfatados na urina de pacientes com carcinoma de células 

renais, havendo aumento da excreção de tais compostos de acordo com o maior 

diâmetro do tumor renal126,127. Todos esses trabalhos apenas citam o aumento 

da concentração dos glicosaminoglicanos sulfatados na urina, sem especificar 

qual o tipo de glicosaminoglicano sulfatado.  

No presente estudo, foi identificado e quantificado especificamente cada 

glicosaminoglicano sulfatado urinário em amostras de pacientes com carcinoma 

de células renais (amostras coletadas pré- e pós-operatório) e amostras de 

indivíduos saudáveis (controle).  

Houve diminuição não significante da concentração do condroitim sulfato 

e heparam sulfato urinário entre os grupos controle, tumor e pós-operatório, 

contrariamente aos resultados obtidos em outros estudos já publicados126,127. 

Talvez esse resultado estatístico possa ser explicado pelo número reduzido de 

amostras devido a perda de acompanhamento dos pacientes no pós-operatório 

e diminuição da coleta de urina no pós-operatório em cerca de 30% das 

amostras.  

Cumpre ser observado que os pacientes que apresentaram maior 

concentração de condroitim sulfato e concentração diminuída de heparam 

sulfato nas amostras pré-operatórias evoluíram com uma tendência a 

significância estatística de maior índice de óbito (P = 0,057). Esse dado pode 
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indicar que o aumento de condroitim sulfato e diminuição do heparam sulfato 

nas amostras de urina podem ser indicativos de maior malignidade e 

possivelmente um pior prognóstico da doença. Entretanto, esse resultado deve 

ser confirmado com o aumento da amostra e maior variação do estadiamento e 

tamanho do tumor entre os pacientes, por isso, esse resultado não foi 

demonstrado como resultado desse estudo. 

Com relação ao ácido hialurônico, alguns estudos demonstram haver 

elevação dos valores na urina em vários tipos histológicos de tumores, como 

próstata, pâncreas e tumor de Wilms. O tumor de Wilms é a neoplasia renal 

mais frequente na infância e o aumento desse composto na urina provavelmente 

se deve à existência de elementos embrionários no rim infantil128. A excreção 

aumentada do ácido hialurônico em pacientes com tumor de Wilms é 

amplamente estudada e reconhecida, mas não existem trabalhos na literatura 

que tenham avaliado a concentração urinária do ácido hialurônico em pacientes 

com carcinoma de células renais. 

No entanto, a fisiopatologia do carcinoma de células renais é totalmente 

diferente que a do tumor de Wilms. Talvez por essa razão não tenha sido 

observado correlação significativa entre a excreção de ácido hialurônico de 

indivíduos sadios e pacientes com carcinoma de células renais.  

Durante esse estudo, houve dificuldades técnicas de encontrar o 

oligonucleotídeo iniciador ideal para obter a amplificação do cDNA da 

heparanase-1 e dificuldades para padronizar o método ideal de extração do RNA 

total de tecidos de carcinoma de células renais, o que acarretou a perda de 
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algumas amostras. Por essas razões, as análises de glicosaminoglicanos e 

heparanase-1 teciduais foram extraídas de um número menor, quando 

comparado ao número de amostras coletadas. O número reduzido das amostras 

de urina ocorreu principalmente pelo fato de que, em muitos casos na coleta, as 

amostras apresentavam alto teor de hemáceas, comprometendo as etapas de 

extração dos glicosaminoglicanos sulfatados e ácido hialurônico. Portanto, o 

número de amostras em cada subgrupo avaliado nesse estudo, em vários casos 

ficou reduzido, comprometendo as análises estatísticas e podendo ter causado 

um viés nos resultados obtidos. Apesar disso, na maioria dos artigos descritos 

na literatura são utilizados aproximadamente 30-40 pacientes por ano, o que 

demonstra um número satisfatório de amostras no presente estudo.  

Durante esse estudo foi tentado formar um grupo controle ideal com 

fragmentos de rim em pacientes sem nenhum tipo de neoplasia. Para isso, um 

grupo controle do tecido tumoral constituído por fragmentos de tecido renal 

normal adquirido de 30 pacientes no Instituto Médico Legal do Serviço de 

Verificação de Óbitos da Universidade Estadual de São Paulo. Todos os 30 

fragmentos de tecido renal foram adquiridos de pacientes que não 

apresentavam doença renal, hepática, infecção urinária ou qualquer tipo de 

tumor confirmado por exames laboratoriais e anatomopatológicos. A causa de 

morte foi sempre doença cardiovascular. O fragmento renal foi retirado até, no 

máximo, 6 horas após o óbito e conservado em nitrogênio líquido. Após a 

extração do RNA total, a viabilidade do RNA extraído demonstrou que tal RNA 
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apresentava degradação ampla, provavelmente devido à lise celular. Portanto, 

esse grupo controle foi completamente descartado desse estudo. 

Os resultados obtidos das análises da expressão da heparanase e suas 

isoformas e do estudo do perfil de glicosaminoglicanos nos tecidos e na urina de 

pacientes com carcinoma de células renais evidenciam que tais compostos 

apresentam alterações durante o desenvolvimento tumoral e oferecem novas 

perspectivas para o entendimento dos mecanismos celulares e moleculares da 

fisiopatologia da doença e assim auxiliam na busca de potenciais marcadores e 

alvos moleculares para novas terapias. 
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6 – CONCLUSÕES 
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1. O aumento da expressão de heparanase-1 está diretamente relacionado 

com a presença de tumores em carcinomas de células renais. 

2. Os resultados obtidos por imunohistoquímica demonstram que tanto 

heparanase-1 (HPA1), como heparanase-2 (HPA2) encontram-se 

expressas em carcinoma de células renais.  

3. A isoforma HPA1 apresenta aumento significativo na imunomarcação em 

tecidos tumorais comparativamente com tecidos não neoplásicos do 

mesmo paciente, o mesmo não é observado para HPA2.  

4. Todos os anticorpos que identificam as isoformas de HPA1 e HPA2 não 

apresentaram diferença estatisticamente significante na intensidade de 

imunomarcação (ItE) entre os tecidos de carcinoma de células renais. 

5. O índice de expressão (IE) e o índice de positividade (IP) aumentam 

significativamente nos tecidos de carcinoma de células renais com o 

anticorpo HPA1 C20, comparativamente com os anticorpos que 

reconhecem as formas inativas de HPA1 e HPA2. 

6. A forma ativa de 50 kDa da heparanase-1 parece estar diretamente 

relacionada com o carcinoma de células renais. 

7. A quantidade total de glicosaminoglicanos sulfatados é a mesma nos 

tecidos tumorais e não neoplásicos de pacientes com carcinoma de células 

renais. 

8. Os tecidos tumorais apresentam significativa diminuição na quantidade de 

heparam sulfato e dermatam sulfato e aumento do condroitim sulfato 

comparativamente com tecidos não neoplásicos de carcinoma de células 

renais. 

9. Não existem diferenças estatisticamente significantes na quantificação dos 

glicosaminoglicanos sulfatados (heparam sulfato e condroitim sulfato) em 

amostras urina dos pacientes com carcinoma de células renais, tanto 
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coletadas antes da cirurgia como após o procedimento cirúrgico, quando 

comparada com os valores obtidos para amostras de urina de indivíduos 

saudáveis. 

10. Não existem diferenças estatisticamente significantes na quantidade de 

ácido hialurônico urinário de pacientes com carcinoma de células renais 

(amostras coletadas pré- e pós-operatório), comparativamente com 

amostras de urina de indivíduos não acometidos por neoplasias. 
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Anexo 1 . Concentração de RNA total extraído das amostras d e tecidos. 
 

Amostra RNA 
total(ug/uL) 

Volume total 
(uL) 

Relação 
(280nm/260nm) 

Proteína 
(ug/mL) 

#03 NN 8,470 50 1,849 0,0 
 Tumor 13,615 50 1,826 0,1 

#09 NN 3,850 50 1,848 0,0 
 Tumor 3,920 50 1,821 0,0 

#10 NN 0,421 25 1,328 0,0 
 Tumor 20,804 50 0,0 0,0 

#11 NN 7,308 25 1,518 0,0 
 Tumor 13,804 50 1,652 0,0 

#12 NN 6,476 50 1,653 0,1 
 Tumor 3,062 50 1,672 0,1 

#15 NN 18,500 50 1,515 0,1 
 Tumor 11,500 50 1,795 0,0 

#16 NN 16,700 50 1,502 0,1 
 Tumor 15,400 50 1,701 0,1 

#18 NN 4,060 50 1,818 0,0 
 Tumor 11,900 50 1,848 0,1 

#20 NN 4,267 50 1,802 0,0 
 Tumor 2,962 50 1,808 0,0 

#21 NN 5,495 50 1,879 0,0 
 Tumor 14,350 50 1,919 0,0 

#22 NN 2,756 50 1,763 0,0 
 Tumor 3,045 50 1,713 0,0 

#23 NN 9,660 25 1,534 0,0 
 Tumor 8,120 50 1,635 0,0 

#24 NN 3,976 50 0,0 0,0 
 Tumor 3,68 50 0,0 0,0 
#25 NN 9,814 50 1,765 0,1 

 Tumor 8,559 50 1,565 0,2 
#27 NN 5,075 50 1,844 0,0 

 Tumor 4,200 50 1,843 0,0 
#28 NN 16,251 50 1,908 0,1 

 Tumor 16,322 75 1,709 0,2 
#30 NN 8,540 50 1,804 0,1 

 Tumor 8,736 50 1,678 0,1 
#31 NN 7,560 50 1,851 0,0 

 Tumor 4,340 50 1,819 0,0 
#32 NN 13,303 75 1,878 0,1 

 Tumor 9,196 75 1,766 0,1 
#33 NN 11,408 75 1,936 0,0 

 Tumor 9,547 75 1,800 0,1 

NN: tecido não neoplásico 
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Anexo 2:  Quantificação das reações de amplificações de GAPD H e heparanase 

 Amostra GAPDH 
(u.d.) 

Heparanase 
(u.d.) 

Expressão Heparanase/GAPDH 

#01 NN 104,06 --- --- 
 Tumor 101,13 70,15 0,69 

#03 NN 109,34 --- --- 
 Tumor 110,71 81,53 0,74 

#07 NN 125,74 --- --- 
 Tumor 111,34 --- --- 

#09 NN 124,85 --- --- 
 Tumor 100,14 --- --- 

#10 NN 83,09 --- --- 
 Tumor 108,97 89,64 0,82 

#11 NN 110,18 --- --- 
 Tumor 124,99 84,63 0,68 

#12 NN 109,48 --- --- 
 Tumor 109,84 86,34 0,79 

#15 NN 114,66 --- --- 
 Tumor 117,48 71,99 0,61 

#16 NN 107,77 --- --- 
 Tumor 114,18 68,32 0,60 

#17 NN 107,61 --- --- 
 Tumor 111,57 --- --- 

#18 NN 134,82 --- --- 
 Tumor 118,03 84,12 0,71 

#20 NN 94,94 --- --- 
 Tumor 117,53 --- --- 

#21 NN 103,56 --- --- 
 Tumor 107,86 94,75 0,88 

#22 NN 116,74 --- --- 
 Tumor 107,87 --- --- 

#23 NN 126,69 --- --- 
 Tumor 123,11 --- --- 

#24 NN 114,81 --- --- 
 Tumor 104,89 68,27 0,65 

#25 NN 127,14 --- --- 
 Tumor 121,76 --- --- 

#27 NN 136,12 67,07 0,67 
 Tumor 129,37 --- --- 

#28 NN 122,56 --- --- 
 Tumor 129,97 --- --- 

#29 NN 122,98 --- --- 
 Tumor 110,65 --- --- 

#30 NN 114,26 --- --- 
 Tumor 117,19 73,05 0,62 

#31 NN 109,16 --- --- 
 Tumor 129,47 --- --- 

#32 NN 107,22 --- --- 
 Tumor 110,64 --- --- 

#33 NN 120,84 --- --- 
 Tumor 112,13 --- --- 

(---): não houve expressão da heparanase 
NN: não neoplásico 
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Anexo 3:  A expressão da heparanase dividido em grupos de ac ordo com tamanho do 
tumor renal 
 
Tamanho (cm) (1: até 7; 2: 7-10; 3: > 10) Heparanas e 

1 0 
1 0,68 
1 0,79 
1 0,61 
1 0,88 
1 0,65 
1 0,67 
1 0 
1 0 
1 0 
1 0 
2 0,69 
2 0 
2 0 
2 0,71 
2 0 
2 0 
2 0 
2 0 
3 0,74 
3 0,82 
3 0,6 
3 0 
3 0,68 
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Anexo 4:  Comparação entre o estadiamento e expressão da hep aranase com o 
seguimento dos pacientes 

Pac Estadiamento  Heparanase  Seguimento 
1 T2 0,69 faleceu (outra causa) 
3 T4 0,74 faleceu 
7 T1 0 faleceu (outra causa) 
9 T2 0 ? 

10 T4 0,82 faleceu 

11 T1 0,68 vivo 

12 T1 0,79 vivo 
15 T1 0,61 vivo 
16 T3 0,6 faleceu 
17 T2 0 ? 
18 T2 0,71 faleceu 
20 T2 0 faleceu 
21 T1 0,88 ? 
22 T2 0 ? 
23 T3 0 metástase 
24 T2 0,65 vivo 
25 T1 0 ? 
27 T1 0 vivo 
28 T1 0,67 ? 
29 T1 0 vivo 
30 T2 0,68 ? 
31 T2 0 metástase 
32 T2 0 ? 
33 T1 0 ? 

(?): paciente perdeu o seguimento 
Pac: paciente 
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Anexo 5: Consentimento informado 

 
Dosagem de glicosaminoglicanos e heparanase na urin a, no 

tecido renal normal e com câncer de pacientes com c âncer renal 
 
 

CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO 
 
 

INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA: 

 O câncer renal é responsável por 3% de todos os tumores no 

adulto, sendo o câncer urológico mais letal. O crescimento tumoral lento, o baixo 

risco de se espalhar no início, e o difícil diagnóstico histológico pré-operatório 

ajudam os pacientes a evoluírem sem sintomas. Deste modo, vários casos já se 

apresentam espalhados por várias partes do corpo na ocasião do diagnóstico da 

doença. O achado, por ultra-sonografia e/ou tomografia, incidental, de pequenas 

lesões nos rins tem sido responsável pelo diagnóstico mais precoce dos tumores 

renais.  

 O estudo da biologia molecular têm tido papel fundamental na 

compreensão das alterações estruturais funcionais dessas células tumorais. A 

pesquisa de alterações moleculares nas células tumorais, estruturas próximas a 

essas células e partes da membrana celular são de fundamental importância no 

desenvolvimento de novos marcadores tumorais, mais sensíveis e específicos.  

 Esse estudo identifica e quantifica as moléculas (glicosaminoglicanos e 

heparanase) na urina e no tecido normal e tumoral do rim como marcador 

tumoral. 

 A sua participação será voluntária e você poderá recusar-se a participar 

ou mesmo retirar-se do estudo a qualquer momento, sem ocorrência de multas 

ou perda dos benefícios a que tenha direito, seu tratamento futuro não será 

afetado de nenhuma forma por essa opção. 
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 OBJETIVO 

Identificar e quantificar os glicosaminoglicanos e heparanase na urina, no 

tecido renal tumoral e normal de pacientes com câncer renal. 

 

PROCEDIMENTOS A SEREM SEGUIDOS 

Caso você aceite a participar desse estudo, o seu médico deverá 

preencher um questionário. O estudo é divido em quatro grupos. Caso você 

pertença ao grupo caso, no pré-operatório, amostras de urina serão colhidas 

para dosagem de glicosaminoglicanos. Uma amostra do tecido tumoral (TT) e 

normal do rim (TN) serão encaminhadas para análise anátomo-patológica em 

nosso serviço. No 4º mês pós-operatório, novas amostras de urina serão 

coletadas para a dosagem das mesmas moléculas supra citadas. 

Caso você pertença ao grupo controle, amostras de urina (PU) serão 

colhidas para a dosagem de glicosaminoglicanos.  

Caso você pertença ao grupo controle-cadáver, você deverá ser o parente 

ou responsável pelo cadáver. Uma pequena amostra do rim será coletada 

durante a autópsia para dosar os glicosaminoglicanos e heparanase. 

 

GARANTIA DE SIGILO 

Todas as informações que forem obtidas sobre você durante o estudo 

serão confidenciais, e não serão reveladas a terceiros sem autorização prévia. 

Na publicação dos resultados do estudo o seu nome não será identificado. 

 

RESSARCIMENTO DE DESPESAS 

O trabalho não tem fins lucrativos e enquadra-se única e puramente no 

contexto científico. Sua participação no estudo não acarretará nenhuma despesa 

adicional. Você não receberá qualquer pagamento por sua participação.  

 

GARANTIA DE INFORMAÇÃO 

Você, seu parente ou responsável legal, tem o direito de fazer qualquer 

pergunta sobre sua doença ou qualquer aspecto com relação ao estudo. Em 
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caso de dúvidas, você deve contatar Dr. Lucas Teixeira Batista, no Hospital de 

Ensino Padre Anchieta ou Hospital Estadual Mário Covas, setor de Urologia ou 

no Hospital Santa Marcelina. 

Após ter recebido todas as informações relacionadas ao estudo, eu, 

___________________________, certifico que o Dr. 

_______________________, respondeu todas as minhas perguntas sobre o 

estudo e minha condição, isto não afetará meus cuidados médicos ou de 

parentes meus no presente e no futuro. Todas as informações a meu respeito 

serão confidenciais. Concordo que os dados obtidos e fornecidos neste estudo 

sejam documentados e publicados sem haver a identificação do paciente. O 

paciente poderá a qualquer momento e por qualquer motivo se retirar deste 

estudo, bastando que para isso expresse essa vontade ao médico responsável. 

Sua desistência não implicará em forma alguma em alteração do seu 

tratamento. 

 

 

 

__________________, ________________________________________ 

 data,  local  Assinatura do paciente/representante 

legal 

 

 

__________________, ________________________________________ 

 data,  local   Assinatura do médico 
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Anexo 6 : Aprovação pelo Comitê de Ética em Pequisa  



 112 

 



 113 

 



 114 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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