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Resumo

A classificagdo histologica das neoplasias epiteliais do rim era tradicionalmente
baseada no tipo de célula do nefronio a partir da qual se originam (carcinomas de
células claras, cromofilicos, cromofobos) e no seu padrdao de crescimento (papilar, ndo
papilar). No entanto, a sobreposi¢do de caracteristicas morfologicas origina problemas
de diagnostico diferencial num pequeno, mas significativo, nimero de tumores renais,
mesmo em maos de patologistas muito experientes usando pecas de nefrectomia.
Recentemente foi proposta a classificacdo de Heidelberg, baseada nas caracteristicas
citogenéticas das células neoplasicas.

A deteccdo de tumores renais cada vez mais pequenos tem dificultado a decisdao
sobre a indicacdo e a extensdo da cirurgia, pela incerteza sobre a natureza maligna ou
benigna destas lesdes. Teoricamente, doentes com tumores benignos poderiam ser
poupados a nefrectomia total se o diagnostico pudesse ser estabelecido com seguranca
antes da decisdo terapéutica. A possibilidade de associar uma analise genética que
permita um diagnostico correcto a uma bidpsia, resultaria numa melhor avaliagao
diagnostica dos tumores do rim e contribuiria para decisdes terap€uticas mais
fundamentadas.

Este estudo teve como objectivos principais testar a possibilidade de analisar
simultaneamente todos os cromossomas por hibridagdo gendémica comparativa (CGH)
em bidpsias aspirativas ex vivo de tumores renais, determinar o valor da analise por
CGH deste tipo de amostras para realizar um diagnostico genético correcto de tumores
de células renais, avaliar a representatividade de uma biopsia aspirativa na
caracterizacdo genética por CGH dos varios tumores de células renais e avaliar a
contribuicdo da andlise genética por CGH para o diagnostico correcto destes tumores.
Foi possivel realizar a analise por CGH em 62 (83%) biopsias aspirativas e em 72

(96%) fragmentos de tecido tumoral, num total de 75 casos. Recorrendo unicamente ao
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padrio de alteracdes genéticas na bidpsia aspirativa, foi possivel estabelecer o
diagnostico genético em 42 dos 62 tumores (68%). Houve discordancia entre a
classificagdo genética e histologica em duas neoplasias renais, tendo o diagnostico
genético sido confirmado em ambos os casos apods reavaliagdo pelo anatomopatologista.
Considerando apenas os casos em que foi possivel a andlise por CGH na biopsia
aspirativa, e tendo em conta o diagnostico final, a analise genética diagnosticou 29 dos
31 carcinomas de células claras, 8 dos 13 carcinomas cromofobos, 4 dos 4 carcinomas
papilares e 1 dos 7 oncocitomas, totalizando 42 dos 56 (75%), considerando apenas os
tumores de células renais. O valor preditivo positivo e a especificidade do padrao de
alteracdes genéticas foram 100% para os varios subtipos de tumores de células renais. O
valor preditivo negativo foi de 93.9%, 90.7%, 100% e 90.2% para CCR de células
claras, CCR croméfobos, CCR papilares e oncocitomas, respectivamente. Incluindo
todas as amostras da série, a andlise genética na biopsia aspirativa classificou
correctamente 29 dos 42 (69%) carcinomas de células claras, 8 dos 13 (62%)
carcinomas cromoéfobos, 4 dos 5 (80%) carcinomas papilares e 1 dos 8 (12.5%)
oncocitomas, sendo o diagndstico genético inconclusivo nos restantes 20 casos. A
analise de CGH nos fragmentos de tecido tumoral permitiu classificar mais 8 casos para
além dos 42 casos diagnosticados pela andlise genética das bidpsias aspirativas. A taxa
de classificagdo dos tumores por CGH nos dois tipos de amostra em conjunto foi de 50
de 72 (69%) tumores renais ou de 50 de 66 (76%) tumores de células renais. Por subtipo
histologico de tumores de células renais, a anélise genética combinada dos dois tipos de
amostra permitiu o diagndstico genético de 36 dos 42 (86%) carcinomas de células
claras, 8 dos 13 (62%) carcinomas cromo6fobos, 5 dos 5 (100%) carcinomas papilares e

1 dos 8 (12.5%) oncocitomas.
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Foi encontrada heterogeneidade genética intratumoral em sete dos 62 casos em
que foi possivel estabelecer uma comparacao (todos eles carcinomas de células claras),
havendo evidéncia de progressdo tumoral focal e de progressdo clonal divergente. No
entanto, o diagnostico genético destes carcinomas ndo foi afectado, uma vez que a
delecao de 3p foi sempre detectada em ambas as amostras.

Com os resultados obtidos, demonstramos a possibilidade de realizar um
diagnéstico genético por subtipo histologico em bidpsias aspirativas de tumores renais e
concluimos que a associacdo de uma analise genética a analise morfoldgica contribui

para uma classifica¢ao mais fidedigna dos tumores de células renais.
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Summary

The histological classification of epithelial kidney neoplasias was traditionally
based on the type of nephron cell from which it is originated (clear, chromophilic or
chromophobe cell carcinoma) and its growth pattern (papillary, nonpapillary). Still,
overlapping morphologic characteristics can make differential diagnosis difficult in a
small, but significant, number of renal tumors, even to highly experienced pathologists
analyzing nefrectomy specimens. The Heidelberg classification has been recently
proposed and is based on the cytogenetic characteristics of neoplastic cells.

The increasing detection of small renal tumors has made more difficult the
decision on the time and the extent of surgical procedures, due to uncertainty of the
malignant or benign nature of some of these lesions. Patients with benign lesions could
theoretically be spared total nefrectomy if the diagnosis was safely established before
the treatment was decided. The possibility to associate a genetic analysis that can
improve the diagnostic accuracy in biopsy sample would result in an improved
evaluation of renal tumors and thus more well-informed therapeutic options.

The purpose of this study was to test the possibility of simultaneously analyze all
chromosomes by comparative genomic hybridization (CGH) in ex vivo fine needle
aspiration biopsies of kidney tumors, to determine the value of CGH analysis of these
samples for the genetic diagnosis of renal cell tumors, to address the representativity of
a needle aspiration biopsy for the genetic characterization of renal cell tumors, and to
evaluate the contribution of CGH analysis for improving the correct diagnosis of these
tumor types. Of a total of 75 cases it was possible to perform CGH analysis in 62 (83%)
fine needle aspiration biopsies and in 72 (96%) tumor tissue fragments. The pattern of
genetic alterations on fine needle aspiration biopsies alone allowed the genetic diagnosis

of 42 out of 62 (68%) tumors. There were differences between the genetic and
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histological classification in two renal neoplasias, but the genetic diagnosis was
confirmed by the pathologist after a review of both cases. Considering just the cases in
which CGH analysis of the fine needle aspiration biopsy was possible, and the final
diagnosis after review, the genetic pattern correctly diagnosed 29 out of 31 clear cell
carcinomas, 8 out of 13 chromophobe carcinomas, 4 out of 4 papillary carcinomas and 1
out of 7 oncocytomas, in a total of 42 out of 56 (75%) renal cell tumors. The positive
predictive value and specificity of the pattern of genetic alterations were 100% for the
different renal cell tumor subtypes. The negative predictive value was 93.9%, 90.7%,
100% and 90.2% for clear cell RCC, chromophobe RCC, papillary RCC and
oncocytomas, respectively. If we consider all the samples in the series, the genetic
analysis of the fine needle biopsies correctly classified 29 out of 42 (69%) clear cell
carcinomas, 8 out of 13 (62%) chromophobe carcinomas, 4 out of 5 (80%) papillary
carcinomas and 1 out of 8 (12.5%) oncocytomas, the genetic diagnosis being
inconclusive in the remaining 20 cases. The CGH analysis of tumor tissue fragment was
able to classify 8 additional cases. The overall CGH classification rate was therefore 50
out of 72 (69%) kidney tumors or 50 out of 66 (76%) renal cell tumors. The combined
genetic analysis of both sample types allowed a genetic diagnosis in 36 out of 42 (86%)
clear cell carcinomas, 8 out of 13 (62%) chromophobe carcinomas, 5 out of 5 (100%)
papillary carcinomas and 1 out of 8 (12.5%) oncocytomas.

We found intratumor heterogeneity in 7 of the 62 cases in which a comparison
was possible (all clear cell carcinomas), with evidence of focal tumor progression and
divergent clonal evolution. However, the genetic diagnosis was not affected by this
heterogeneity since the 3p deletion was always detected in both fine needle aspiration

and tumor tissue fragment of these cases.
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We demonstrated with this work that a genetic diagnosis, by histological
subtype, is feasible in fine needle aspirations biopsies of renal cell tumors, and conclude
that the combination of CGH and morphological analyses allows a more accurate

classification of kidney tumors.
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Introducdo

1 — Epidemiologia do cancro do rim

O cancro do rim representa cerca de 4% de todas as neoplasias malignas
diagnosticadas. Os carcinomas representam 85% de todas as neoplasias com origem
neste o0rgao, constituindo um grupo muito heterogéneo. Apesar dos grandes avangos na
compreensdo da biologia do cancro do rim, de acordo com American Cancer Society
(ACS), estima-se que no ano de 2008, nos Estados Unidos da América (EUA), serdao
diagnosticados aproximadamente 54390 novos casos (33130 homens e 21260 mulheres)
€ que no mesmo ano irdo ocorrer 13010 mortes por cancro do rim (8100 homens e 4910

mulheres) (Jemal et al., 2008).

W 13 < 20 < 35 M« 36 W< 21

Figura 1 — Taxa de incidéncia ajustada a idade de cancro do rim no sexo masculino (Globocan 2002).

Em Portugal, segundo os dados da Agéncia Internacional para Investigacdo do
Cancro (IARC), no ano de 2002 a taxa de incidéncia de cancro do rim no sexo
masculino foi de 6,5 novos casos por 100000 habitantes e no sexo feminino foi de 2,7

novos casos por 100000 habitantes (http://www.dep.iarc.fr).
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2 — Factores de risco

2.1 — Cancro do rim hereditario

O cancro do rim hereditario representa cerca de 4% dos tumores renais (Jemal et
al., 2008). Para quase todos os tipos, 0 oncogene ou o gene supressor tumoral envolvido
¢ conhecido, possibilitando a realizagdo de um diagnoéstico fidedigno, assim como a
identificacao dos portadores da mutagdo germinativa mas que ainda nao desenvolveram
doenca. Este grupo de doentes tende a desenvolver tumores multiplos ipsilaterais e
bilaterais. O risco para desenvolvimento de cancro do rim estd também aumentado
noutras sindromes genéticas. Exemplos de sindromes de predisposi¢ao hereditaria para

cancro do rim estdo descritos na sec¢ao 4.1 (Moyad et al., 2001; Hung et al., 2007).

2.2 — Cancro do rim esporadico

A maioria dos casos de cancro do rim apresenta-se sob a forma de cancro
esporadico e os factores de risco para desenvolvimento desta neoplasia maligna ainda
ndo estdo bem estabelecidos. No entanto, sdo varios os factores que se encontram
associados:

- Género

O cancro do rim ¢ cerca de duas vezes mais frequente nos homens do que nas
mulheres (Jemal et al., 2008).

- Idade

Os tumores renais afectam pessoas de todas as idades, mas alguns tipos sao
mais frequentes no adulto e outros em individuos mais jovens. No entanto, o risco
global para desenvolvimento de neoplasias de células renais ¢ mais elevado no adulto

(Moyad et al., 2001).

34




Introducdo

- Raca ¢ etnia

A raga negra apresenta uma incidéncia maior de cancro do rim quando
comparada com as outras ragas (Moyad et al., 2001).

- Factores socioeconémicos

A incidéncia de cancro do rim ¢ mais alta no meio urbano do que no meio rural,
principalmente no sexo masculino. Isto provavelmente reflecte a historia de consumo de
tabaco, assim como a exposicdo a agentes carcinogéneos ambientais. Nao foram
encontradas associagdes estatisticamente significativas com variaveis sociais, como a
educacao (Lipworth et al., 2006).

- Exposicio ao tabaco

Este ¢ o factor ambiental mais estabelecido e que apresenta uma grande
associa¢do com o cancro do rim. Estudos indicam que cerca de 20% a 30% dos cancros
do rim no sexo masculino e 10% a 20% no sexo feminino estdo relacionados com esta
variavel (McLaughlin et al., 1995; McLaughlin et al., 2000). Outros estudos indicam
que ha uma correlagdo positiva entre a diminui¢do do numero de casos de cancro do rim
e tempo de abstinéncia de tabaco, mostrando mais uma vez a associa¢do entre o tabaco e
esta neoplasia maligna (Parker et al., 2003).

- Obesidade

E grande a associacio entre a obesidade e o desenvolvimento de cancro do rim
(quase todos os estudos de coorte e de caso-controlo demonstram esta associagdo). Os
individuos que apresentam maior massa corporal tendem a apresentar niveis mais
elevados de estrogéneos e insulina, uma maior concentracao de factores de crescimento
no tecido adiposo, hipertensdo, niveis de colesterol elevados, etc, sendo estes os
possiveis factores que sinergisticamente contribuem para o desenvolvimento desta

doenca (Moyad et al., 2001; Lipworth et al., 2006).
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- Hipertensao

E dificil perceber se é a hipertensdo e os medicamentos usados para o
tratamento que originam a neoplasia renal, ou se ¢ a neoplasia que aumenta a pressao
sanguinea antes do diagnoéstico. No entanto, quase todos os estudos mostram que a
hipertensdo estd associada com o cancro do rim, mesmo depois de serem excluidos
cinco a dez anos antes do diagnéstico (nos quais a doenca ndo diagnosticada pode
originar um aumento da pressao sanguinea) (McLaughlin et al., 2000; Lipworth et al.,
2006).

- Uso de analgésicos

Existe uma associag@o histdrica entre o uso (abuso) de analgésicos contendo
fenacetina e o desenvolvimento de cancro do rim. Contudo, este medicamento ja foi
retirado do mercado hd mais de 25 anos (Lipworth et al., 2006).

- Doenca renal

As pessoas que tém doenga renal com necessidade de recorrer a dialise
apresentam um maior risco para desenvolvimento de cancro do rim (Lipworth et al.,

2006).

3 — Base genética do cancro

O cancro ¢ uma doenca complexa e factores ambientais desempenham um
importante papel no seu desenvolvimento. Segundo a teoria da mutacdo somatica do
cancro, alteragdes genéticas adquiridas, ndo letais, sdo a causa directa da transformagao
neopldsica. A maioria das neoplasias malignas adquire multiplas alteragdes
cromossomicas a medida que ocorre a progressdo da doenca. Na maioria dos casos

ocorre uma combinacdo de alteragdes citogenéticas numéricas e estruturais.
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Frequentemente, apds ter ocorrido uma translocacdo balanceada primaria, que
caracteriza o tumor em causa, surgem alteragdes numéricas adicionais. Um exemplo € o
Sarcoma de Ewing, caracterizado pela presenca, em 85% dos casos, da translocacao
t(11;22)(q24;q12) e que apresenta frequentemente alteragdes genéticas adicionais como
trissomia 8 e trissomia 12 (Mitelman et al., 1992). No entanto, outras neoplasias
apresentam alteracdes numéricas como unica alteragcao no caridtipo (Teixeira e Heim,
2005).

A carcinogénese ¢ um processo de varias etapas que envolve alteragdes
genéticas que afectam vias celulares cruciais para o crescimento ¢ desenvolvimento
celular (Osborne et al., 2004). Alteragdes no equilibrio entre o crescimento celular e a
apoptose podem resultar numa proliferacdo celular desordenada, originando um
processo neoplasico (Kinzler e Volgelstein, 2002). Embora se desconheca a natureza e
sequéncia exactas das multiplas alteragdes genéticas e epigenéticas que levam ao
desenvolvimento de um carcinoma, foram identificadas varias anomalias afectando a
estrutura e/ou expressdo de um numero consideravel de genes. As vias celulares
envolvidas na carcinogénese envolvem diferentes tipos de genes, nomeadamente, os
genes supressores tumorais € 0s oncogenes.

A teoria de Knudson explica o conceito de gene supressor tumoral. Knudson
documentou a necessidade de ocorrerem dois eventos mutagénicos (two-hit hypotesis)
no gene supressor tumoral RBI para que ocorra o desenvolvimento do retinoblastoma
(Fearon, 2002; Kumar et al., 2003). As mutagdes em genes supressores tumorais actuam
de um modo recessivo em relacdo ao gene normal, pelo que sdo necessarias duas
mutagdes independentes para inactivar ambos os alelos de um gene. A maioria destes
genes previne o processo de transformacdo neopldsica através do controlo do ciclo

celular, diferenciagdo, adesdo célula a célula e apoptose. Recentemente, tém surgido
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novos conceitos relativos aos genes supressores tumorais que os subdividem em
gatekeepers € caretakers. Os gatekeepers representam 0s genes supressores tumorais
classicos anteriormente descritos, enquanto que os caretakers sao responsaveis pela
manuten¢do da integridade do genoma, pois actuam de forma indirecta, reparando erros
que possam ocorrer durante o processo de sintese de DNA e/ou divisao celular.
Oncogenes sdo formas alteradas de genes celulares normais, denominados proto-
oncogenes. Os produtos dos proto-oncogenes sdao importantes reguladores da progressao
do ciclo celular, proliferagdo e diferenciagdo (Park, 2002). Os proto-oncogenes podem
ser activados por translocagdes cromossomicas resultando na formagao de oncogenes de
fusdo, por mutagdes pontuais que originam uma activagdo constitutiva do gene, e
também por amplificagdo que aumenta os niveis de expressdo de um gene. As alteragdes
nos proto-oncogenes resultam num ganho de fun¢do que actua de um modo dominante

em relacdo ao gene normal (Kinzler e Volgeinstein, 2002; Osborne ef al., 2004).

4 — Caracteristicas clinico-patoldgicas e geneticas

A classificagdo histoldgica das neoplasias epiteliais do rim era tradicionalmente
baseada no tipo de célula do nefrénio a partir da qual se originam e no seu padrdo de
crescimento. No entanto, as classificacdes baseadas apenas no fendtipo citologico
(carcinomas de células claras, cromofilicos, cromdfobos) € no padrido de crescimento
(papilar, ndo papilar) estdo sujeitas a discordancias entre patologistas, especialmente em
neoplasias caracterizadas por heterogeneidade morfologica intra e intertumoral (Bodmer
et al., 2002).

A utilizacdo cada vez mais frequente da imagiologia na avaliacdo médica de

rotina tem levado a deteccdo de tumores renais cada vez mais pequenos, muitas vezes
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assintomaticos e descobertos acidentalmente durante o estudo de outras patologias. A
detecgdo destas pequenas lesdes coloca muitos problemas de diagndstico e de
tratamento, por ndo ser consensual a sua natureza patoldgica e evolucdo clinica.
Tumores renais com menos de 3 cm de didmetro t€m historicamente sido considerados
adenomas, por raramente originarem metastases. No entanto, este conceito tem sido
contestado e muitos autores defendem que estas lesdes devem ser consideradas
carcinomas. Deste modo, a decisdo sobre a indicagdo e a extensdo da cirurgia ¢
dificultada pela incerteza sobre a natureza maligna ou benigna destas lesdes (Amendola
et al., 1988; Licht et al., 1993; Wolf Jr et al., 1998).

Uma melhor compreensdo da genética que estd por trds da patogénese das
neoplasias renais levou a uma melhor classificacdo dos diferentes tipos de tumores
renais. No ano de 1996, em Heidelberg, o resultado de um Workshop intitulado “I/mpact
of Molecular Genetics on the Classification of Renal Cell Tumours” levou a uma
reclassificagdo destas neoplasias baseada no padrdo de alteragdes genéticas presentes
nas células neoplasicas (Figura 2).

Em 2004 surge uma nova classificacdo que sumaria os achados e contributos das
classificagdes anteriores, principalmente da Classificacio de Mainz (1986) e de
Heidelberg (1997), a “2004 WHO Classification of the Renal Tumors in the Adults”.
Esta descricdo combina os achados patologicos com entidades genéticas bem

individualizadas.
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Figura 2 — Classificagdo de Heidelberg (adaptado de Bodmer et al., 2002).

4.1 — Cancro do rim hereditario

A predisposicao hereditaria para o desenvolvimento de neoplasia renal
representa cerca de 4% destes cancros, sendo o rim um 6rgao frequentemente envolvido
em sindromes genéticas.

- Sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL)

A Sindrome de Von Hippel-Lindau ¢ transmitida de forma autossomica
dominante e ¢ caracterizada pelo desenvolvimento de hemangioblastomas capilares no
sistema nervoso central e na retina, carcinoma renal do tipo células claras ou quistos
renais, feocromocitoma, quistos pancreaticos, entre outros. As lesdes originadas por esta
sindrome sdo frequentemente bilaterais e multifocais. Esta sindrome ¢ causada por
mutagdes germinativas no gene supressor tumoral VHL, localizado no brago curto do
cromossoma 3 (3p25~26). Este gene encontra-se expresso numa grande variedade de
tecidos, particularmente nas células epiteliais do tracto gastrointestinal, respiratério e

uro-genital, assim como em o6rgaos enddcrinos e exdcrinos. Em condi¢des normais a
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proteina VHL liga-se ao hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) promovendo a sua
degradagdo. Em condigdes de hipoxia ou perante a perda de fungdo de VHL ocorre um
aumento dos niveis celulares de HIF-1 e um subsequente aumento da expressdo de
outras proteinas proangiogénicas, nomeadamente o vascular endotelial growth factor
(VEGF), o platelet-derived growth factor (PDGF), o transforming growth factor-a
(TGF-a), o epidermal growth factor receptor (EGFR), o insuline-like growth factor
(IGF) e transportadores de glucose. A VHL controla ainda outras fung¢des celulares
como a regulagdo do ciclo celular e a diferenciacao epitelial (Merino et al., 2004; Klatte
et al.,2007).

- Carcinoma papilar hereditario do rim

O carcinoma papilar hereditario do rim ¢ transmitido de forma autossdémica
dominante sendo caracterizado pela presenca de tumores multiplos e bilaterais. Estima-
se que aproximadamente 50% dos membros da familia portadores desenvolvem doenca
por volta dos 55 anos de idade. Esta sindrome tem origem na activagdo do gene MET,
localizado no brago longo do cromossoma 7 (7q31). Este gene codifica um receptor de
cinase de tirosina e a sua forma mutada origina uma activacao do receptor independente
do ligando. Na maioria dos casos as células neoplésicas apresentam uma copia adicional
do cromossoma 7 mutado (Merino et al., 2004).

- Leiomiomatose hereditaria e carcinoma de células renais

A leiomiomatose hereditiria e carcinoma de células renais ¢ uma sindrome
autossomica dominante originada por mutacdes germinativas no gene FH. E
caracterizada pela predisposi¢do para leiomiomas, mas estd relacionada também com
uma pequena percentagem de casos familiares de carcinoma de células renais. A idade
média de diagndstico ¢ bastante inferior a dos casos de carcinoma esporadico. A sua

manifestagdo ¢ normalmente unilateral e inica, mas a maioria dos doentes morre de
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doenca metastatica nos cinco anos subsequentes. O gene FH encontra-se localizado no
brago longo do cromossoma 1 (1q42~43) (Merino et al., 2004).

- Sindrome Birt-Hogg-Dubé (BHD)

A sindrome BDH aumenta a susceptibilidade para desenvolvimento de tumores
renais epiteliais. E caracterizada por originar tumores da pele benignos, mas tumores
renais multiplos sdo frequentes. Esta ¢ uma sindrome autossomica dominante rara que
apresenta uma penetrancia incompleta. O gene BDH localiza-se no brago curto do
cromossoma 17 (17p11.2) e codifica uma proteina de fun¢do desconhecida (Merino et
al., 2004).

- Translocacdes constitucionais do cromossoma 3

Esta sindrome ¢ caracterizada pela presenca de diferentes translocagdes
envolvendo o cromossoma 3, com diferentes pontos de quebra, que aumentam o risco
para desenvolvimento do carcinoma de células renais. Histologicamente, apresentam as
mesmas caracteristicas do carcinoma de células claras. E transmitida de forma

autossomica dominante (Merino et al., 2004).

4.2 — Neoplasias de células renais esporadicas
4.2.1 — Neoplasias renais benignas

As neoplasias renais benignas incluem o adenoma metanéfrico, o adenofibroma
metanéfrico, o adenoma papilar e o oncocitoma.

- Adenoma papilar renal

E constituido por células basofilicas com um padrdao de crescimento sélido-
tubulo-papilar. As alteragcdes genéticas frequentemente encontradas sdo a trissomia dos
cromossomas 7 e 17 (Figura 3), assim como a perda do cromossoma Y nos individuos

do sexo masculino. Os tumores papilares renais com 2 a 5 mm de didmetro e grau

42




Introducdo

nuclear 1 apresentam as caracteristicas genéticas anteriormente descritas (Kovacs et al.,

1991).
T

‘." . a.‘ ‘:!
gl T 1 1 Y
s gl 'R ) 3f . 8
1 2 3 4 5
- \"-i\ ¥ 8 f‘ -= " -4 §
(6 &35 8L 0 BF en W
6 7 8 9 10 11 12
e 1N 1 T,
13 14 15 16 17 18
]
i .1 ad 5 )
19 20 21 22 Xy

Figura 3 — Exemplo de um adenoma de células renais do tipo papilar com tetrassomia 7, trissomia 17 e

perda do cromossoma Y (Kovacs et al., 1989).

- Oncocitoma

E constituido por células com citoplasma eosinofilico (devido as numerosas
mitocOndrias) e apresenta um padrdo de crescimento acinar/arquipelaginoso. Pode
também apresentar um padrao de crescimento solido, trabecular ou mesmo quistico. As
alteragdes genéticas mais frequentemente encontradas sdo a perda do brago curto do
cromossoma 1 (1p), perda do bragco longo do cromossoma 14 (14q), ou translocagao

envolvendo a banda 11q13, podendo também apresentar um cariotipo normal (Reuter et

al., 2004).
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Figura 4 — Exemplo de um oncocitoma com dele¢io de 1p e monossomia 14 (Fuzesi et al., 2005).

43




Introducdo

- Adenoma e adenofibroma metanéfrico

Sao raros, constituidos por tecido metanéfrico embrionario ¢ ainda ndo foram

geneticamente caracterizados.

4.2.2 — Neoplasias renais malignas

As neoplasias malignas incluem, entre outros, o carcinoma de células claras
(CCRcc), o carcinoma papilar (CCRp), o carcinoma croméfobo (CCRcr), o carcinoma
dos tubulos colectores e um grupo nao classificado. Recentemente foi delineado um
outro grupo de neoplasias caracterizado por alteragdes cromossdmicas equilibradas que
afectam principalmente criangas e adultos jovens.

- Carcinoma de células claras (CCRcc)

Constitui cerca de 75% de todas as neoplasias renais em séries cirurgicas. Sao
neoplasias malignas compostas por células com citoplasma moderado a abundante,
frequentemente clarificado, embora possam existir células com citoplasma eosinofilico.
O padrao de crescimento pode ser solido, trabecular, tubular e quistico, embora também
possam ser observadas dreas de crescimento papilar. Macroscopicamente, sdo
frequentemente amarelados devido ao elevado teor em lipidos (Grignon ef al., 2004).

Analises citogenéticas de CCRcc revelaram que delecdes do brago curto do
cromossoma 3 (3p) sdo frequentes (Grignon et al., 2004). Outras alteragdes
citogenéticas frequentemente encontradas sdo duplicagdes de 5q22~qter e dele¢des de

69, 8p, 9p e 14q (Grignon et al., 2004).
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Figura 5 — Exemplo de um caridtipo de carcinoma de células claras com delegdo de 3p (Grignon et al.,

2004).

Por CGH (Comparative genomic hybridization) as alteragdes mais
frequentemente encontradas sdo perda de 3p (63%), 14q (30%), cromosssoma 9 (26%),
Ip, 6q ou cromossoma 6 (17%), assim como dos cromossomas 4 ¢ 8p (15%). Ganhos
sdo frequentes nos cromossomas 5 (63%), 7 (35%), 1q (33%), 2 (24%), 8q (20%), 12 ¢
20 (20% cada) (Reutzel et al., 2001). Jiang et al. (2000) observaram valores um pouco
diferentes, com perda dos cromossomas 3p (61%), 4q (50%), 6q (40%), 9p (35%), 13q
(37%), Xq (21%) e 8p (12%). Os ganhos mais frequentes foram nos cromossomas 17
(20%) e em 5q e 9q (14% cada). O numero médio de alteragdes por tumor foi de 6,4
(entre 0 e 22), sendo o numero médio de perdas de 4,5 (entre 0 ¢ 17) e de ganhos de 1,9
(entre 0 e 7) (Jiang et al., 2000).

- Carcinoma papilar (CCRp)

Constitui cerca de 10% das neoplasias renais em séries cirargicas. Em mais de
2/3 dos casos sdo observadas amplas areas de necrose e de degenerescéncia quistica.
Normalmente s3o revestidos por uma pseudocapsula. As partes vidveis deste tumor sdo
constituidas, em pelo menos 50%, por estruturas papilares com pequenas zonas de
padrdo tubular. As células deste tumor podem ser pequenas com citoplasma escasso, ou

grandes com citoplasma eosinofilico. As alteragdes genéticas mais frequentemente
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detectadas sdo a trissomia dos cromossomas 3q, 7, 8, 12, 16, 17 e 20 (Delahunt e Eble,

2004).

Figura 6 — Exemplo e um carcinoma de células renais papilar com multiplos ganhos cromosséomicos

(Soller et al., 2007).

Gunawan et al. (2003), num estudo por citogenética classica que englobava 58
CCRp, verificaram que o numero médio de alteracdes por tumor era de 8,3. A alteragdo
mais frequentemente encontrada foi ganho de 17q (88%), na maioria dos casos
combinado com polissomia do cromossoma 7 e/ou ganho de 16q (83%). Todos os
tumores apresentavam ploidia alterada pelo menos dos cromossomas 7, 16 ou 17.
Ganhos adicionais foram encontrados nos cromossomas 20 (50%), 3q (43%), 12 (41%),
2 (21%), 8q (19%), 5q e 13q (17% cada) e 1q (12%), assim como a perda do
cromossoma Y nos homens (87%). Foram também detectadas perdas de material
genético, embora em valores inferiores, nomeadamente nos cromossomas 18 (22%),
11q e 22q (16% cada), 9p e 14q (14% cada), 8p e 19p (12% cada) e 2q, 4p e 15q (10%
cada) (Gunawan et al., 2003).

O padrao de alteracdes genéticas detectado por CGH no CCRp inclui ganhos
frequentes no nimero de copias nos cromossomas 17q (76%), 17p e 7p (56% cada), 7q

(44%), 12q (28%) e 16q e 20q (32% cada). As regides mais frequentemente deletadas
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foram Y (73%), 6q (40%), 4q, 9p, 13q ¢ Xq (36% cada), Xp (28%) e 1p (24%) (Jiang F
et al., 1998).

Delahunt e Eble (1997) propuseram uma nova classificagdo para estes tumores
que os subdivide em tipo I e II. O tipo I € constituido por estruturas tubulo-papilares
rodeadeas por células pequenas com citoplasma clarificado (Figura 7-A), enquanto o
tipo II € constituido por estruturas papilares rodeadas por células grandes com
citoplasma eosinofilico (Figura 7-B). O CCRp do tipo II apresenta-se mais
frequentemente em estadios mais avangados (Delahunt e Eble, 1997).

O numero de ganhos de regides cromossdmicas, especialmente 7p ¢ 17p ¢€
bastante mais significativo no tipo I, sugerindo que existem diferentes vias para estes
dois tipos tumorais (Jiang et al., 1998; Gunawan et al., 2003). Os CCRp tipo II
apresentam uma frequéncia mais elevada de alteragdes cromossomicas estruturais,

particularmente ganhos de 1q e perdas de 8p, 11 e 18 (Gunawan et al., 2003).

Figura 7 — A) Carcinoma papilar tipo I; B) Carcinoma papilar tipo II. HE 280x.

- Carcinoma cromofobo (CCRer)

Constitui cerca de 5% das neoplasias renais em séries cirurgicas e ¢€
caracterizado por células grandes, clarificadas, com membranas celulares proeminentes.
A microscopia electronica € bastante util para a classificacdo destes tumores visto que
apresentam numerosas vesiculas citoplasmaticas. A coloragdo de Hale ¢ muito util para

a sua classificacdo porque cora o citoplasma de azul. Com os procedimentos de rotina, o
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citoplasma tende a condensar-se a volta da membrana celular, e forma um halo mais
claro em torno do nucleo. Outras células podem apresentar citoplasma mais granular
devido a presenga de mitocondrias, o que pode originar problemas de diagnostico
diferencial com os oncocitomas. O tamanho celular ¢ muito variavel e adoptam com
frequéncia um padrao estrutural sélido (Storkel et al., 2004).

Contrariamente ao CCRp, o CCRcr ¢ caracterizado por multiplas monossomias
(Teixeira et al., 2005). As alteragdes genéticas mais frequentemente encontradas por
citogenética classica sdo monossomias dos cromossomas 1, 2, 6, 10, 13, 17 e 21. Por
CGH, 89% dos tumores apresentam perda do cromossoma 1, 84% perda dos
cromossomas 2, 10 e 13, 79% perda dos cromossomas 6 e¢ 21, e 68% perda do
cromossoma 17. O cromossoma Y encontra-se perdido em 46% dos casos (Speicher et

al., 1994).

Tyt
B
===
=<
E—
ESS
—
T
= e
=z
- =

o ouw e o ]

Figura 8 — Exemplo de um carcinoma de células renais croméfobo com multiplas monossomias (Soller et

al., 2007).

- Carcinoma dos tubulos colectores

Constituem cerca de 1% das neoplasias renais em séries cirurgicas € sao
caracterizados por apresentarem canais irregulares delineados por epitélio com marcada
atipia citologica. Ainda ndo ¢ totalmente compreendida a biologia do desenvolvimento

destas neoplasias. Estudos de loss of heterozigoty (LOH) mostraram a existéncia de
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perda de heterozigotia dos cromossomas 1q, 6p, 8p, 13q ¢ 21q (Polascik et al., 1996;
Srigley e Moch, 2004).

- Carcinoma renal associado a translocacdo envolvendo Xpl1.2/ Genes de fusdo

envolvendo TFE

O principal grupo afectado ¢ constituido por criangas e adultos jovens e ¢
geneticamente caracterizado por apresentar translocagdes cromossomicas especificas
que envolvem membros da familia de factores de transcricdo MiTF/TFE.

Uma das translocagcdes cromossomicas ¢ a translocacdo t(X;1)(pll;q21)
envolvendo os genes TFE (Xpll) e PRCC (1g21) presente em tumores com
arquitectura papilar ou em ninhos com citoplasma clarificado ou eosinofilico. Esta
translocagdo resulta na formacdo do gene de fusdo PRCC-TFE3 e uma consequente
sobreexpressdo de TFE3. A translocagdo balanceada t(X;17)(p11;q25) € caracteristica
de outro grupo de doentes e resulta na formacdo do gene de fusdo ASPL-TFE3. Por
ultimo, um terceiro grupo de carcinoma renal em criangas ¢ caracterizado pela
translocagdo t(6;11)(p21;q12) que resulta na fusdo do gene Alpha (11q12) com o gene

TFEB (6p21) (Teixeira, 2006).
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Figura 9 — Exemplo de uma translocagdo t(X;1)(p11;q21) (Altinok et al., 2005).
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- Qutros carcinomas de células renais

Na categoria de carcinomas de células renais ndo classificavel enquadram-se
todos os carcinomas que ndo se assemelham com nenhum dos grupos descrito
anteriormente, representando 4-5% dos casos. Nesta categoria incluem-se casos com
morfologias distintas e alteracdes genéticas diferentes, pelo que ndo podem ser
classificados de forma especifica (Eble, 2004).

Adicionalmente existem outros grupos de neoplasias renais raras, tais como
carcinoma de células renais cistico multilocular, carcinoma renal medular, carcinoma
renal associado com o neuroblastoma, carcinoma mucinoso tubular e carcinoma

sarcomatoide.

5 — Prognostico

Alguns factores de progndstico estdo ja bem estabelecidos, como o estadio da
doenca e a degeneragdo sarcomatoide. A presenga de invasdo micro-vascular, o
envolvimento da pélvis renal, o grau nuclear e o tipo celular, apresentam ainda aspectos
controversos descritos na literatura.

O sistema de estadiamento TNM elaborado pela “International Union Against
Cancer” (UICC) juntamente com o “American Joint Committee on Cancer” (AJCC)
tem em consideracdo o tamanho do tumor, dado importante para o prognostico dos
doentes. Dentro do mesmo estadio, o grau de Furhman (entre 1 e 4), tem valor
prognostico, especialmente na variante de células claras, sendo que no grau 1 as células
tumorais renais apresentam nucleos muito semelhantes aos das células renais normais,

enquanto no outro extremo (grau 4), os nucleos sdo volumosos e com acentuada
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bizarria. O progndstico ¢ tanto mais reservado quanto mais elevado o grau de Furhman
(Grignon et al., 2004).

Os diferentes subtipos histologicos apresentam comportamentos clinicos e
biologicos distintos, tendo potencial metastatico e taxas de sobrevivéncia diferentes

(Gudbjartsson et al., 2005).

6 — Tratamento e alvos moleculares

O tratamento do CCR depende do estddio, sendo a cirurgia o tratamento de
eleicdo e considerado curativo no tumor localizado. As hipoteses de sobreviver a esta
doenca sem a cirurgia sdo escassas. Dependendo do grau e estddio, a cirurgia pode
abranger apenas o tumor e parte do tecido que o circunscreve, assim como todo o rim e
estruturas adjacentes.

A nefrectomia parcial pode ser realizada em casos de tumores com menos de 4
cm de diametro. Esta opg¢ao cirtrgica esta também recomendada nos doentes que apenas
possuem um rim, com carcinoma bilateral, insuficiéncia renal, assim como nos casos de
hipertensao, diabetes ou carcinoma de células renais hereditario (Cohen et al., 2005). A
nefrectomia total inclui a remocao de todo o rim em bloco com a fascia de Gerota, a
glandula adrenal ipsilateral e os ganglios linfaticos regionais. A abordagem cirurgica ¢
determinada pelo tamanho e localizagdo do tumor primdrio assim como pelo
estadiamento TNM. Apds a nefrectomia total, 20% a 30% dos doentes recidivam (Hafez
et al., 1999; Fergany et al., 2000; Druker et al., 2005).

A nefrectomia pode ser igualmente realizada na doenca metastatica. A
combinacdo do interferdao alfa (IFN-a) com a nefrectomia mostrou melhores resultados

do que o interferdo isoladamente. Muitas vezes, a remoc¢ao de uma metastase pode
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melhorar a sobrevivéncia ou permitir uma melhoria temporaria dos sintomas (Flanigan
et al., 2001; Mickisch et al., 2001; Cohen et al., 2005).

O tratamento médico ¢ normalmente usado na doenga localmente avangada ou
metastatica. Como a resposta ao tratamento (quimioterapia, radioterapia e imunoterapia)
¢ baixa, torna-se cada vez mais necessaria a identificacdo de novos agentes terapéuticos.
A quimioterapia apresenta respostas na ordem dos 4 a 5% (Yagoda et al., 1995) devido
a resisténcia das células do tibulo contornado proximal (a partir do qual tém origem os
carcinomas de células claras e papilar), mas pode ser mais eficaz nos carcinomas com
origem no tubulo colector (Cohen et al., 2005).

A radioterapia pode ser utilizada como tratamento paliativo naqueles doentes em
que a cirurgia ndo estd indicada, mas apenas resulta em alguns casos. E normalmente
usada no controlo da dor ou sangramento de um tumor primdrio, assim como no
tratamento de sintomas associados a invasdo da medula 6ssea ou do sistema nervoso
central (Brendan et al., 2004).

A imunoterapia pode ser usada numa pequena percentagem de casos sensiveis a
este tratamento e apenas no CCRcc. Doentes com elevado nivel de Karnofsky e com
doenga metastatica predominantemente pulmonar, podem ser candidatos a esta
terapéutica. As duas citocinas mais frequentemente utilizadas sdo o IFN-a e a
Interleucina-2 (IL-2). Elevadas doses de IL-2 apresentaram boas respostas num pequeno
nimero de doentes, mas a toxicidade obtida levou a estudos que envolvam doses
menores (Motzer et al., 1996).

Uma melhor compreensdo dos factores que influenciam o desenvolvimento e o
crescimento do carcinoma de células renais estd a dar origem a novas terapias. O mau
prognoéstico do carcinoma de células renais metastizado implica uma persisténcia na

procura de novos agentes terapéuticos. A solucdo poderd estar numa melhor
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compreensdo da biologia de cada tumor dependente de estudos mais amplos sobre a
expressdo génica e analises protedmicas.

A inibicdo da angiogénese ¢ uma forma de combater a metastizacdo no CCR.
Surgiram novos agentes terapéuticos inibidores da angiogénese tais como o
bevacizumab, o sorafenib e o sunitinib. Enquanto que o bevacizumab é um anticorpo
monoclonal contra o VEGF, o sorafenib ¢ um inibidor multicinase oral que actua em
VEGFR, PDGFR-f e cinase Raf, o sunitinib inibe 0 VEGFR ¢ o PDGFR-f. Por outro
lado, o temsirolimos ¢ um inibidor da mammalian target of rapamycin (mTOR). A

expressdo de varios destes alvos moleculares ¢ controlada por HIF-1 cujos niveis

celulares sdo controlados pela proteina VHL (Klatte et al., 2007).

7 — Principais problemas de diagnostico diferencial

O diagnéstico diferencial entre os varios tumores renais ¢ muitas vezes dificil
quando baseado apenas na morfologia, especialmente entre carcinoma cromoéfobo e
oncocitoma, entre carcinoma croméofobo e carcinoma de células claras, em casos de
carcinomas de cé¢lulas claras com padrdo de crescimento papilar e entre adenoma e
carcinoma papilar (Kovacs et al., 1997; Fuzesi et al., 1999). Teoricamente, doentes com
tumores benignos poderiam ser poupados a nefrectomia se o diagndstico pudesse ser

estabelecido com segurancga antes da decisao terapéutica (Wunderlich et al., 2005)

7.1 — Carcinoma cromdfobo vs oncocitoma
Em 1985 surge a classificagdo de carcinoma cromoéfobo devido a presenga de
células com um citoplasma clarificado. No entanto, em 1988 verifica-se que existe uma

variante destes tumores designada por eosinofilica que apresenta um citoplasma mais
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granular devido a presenca de mitocondrias (Thoenes et al., 1988). No mesmo tumor
pode estar presente a forma tipica, a variante eosinofilica, assim como a transi¢do entre
estas duas variantes (Akhtar et al., 1995).

Os problemas de diagndstico diferencial entre os carcinomas cromo6fobos e os
oncocitomas surgem com a presenga de um elevado numero de mitocondrias € um
consequente citoplasma granular, denso e eosinofilico, uma vez que estas caracteristicas
sdo comuns aos dois tipos tumorais (Figura 10). Na coloragdo de rotina (hematoxilina e
eosina) os aspectos morfologicos (particularmente o citoplasma) sdo semelhantes.

Quando o estudo ¢ baseado na analise molecular ou citogenética, na capacidade
de invadir o tecido adiposo ou vasos adjacentes, assim como na capacidade de
metastizar (sugerindo neoplasia maligna), verifica-se que uma proporcao destes tumores
¢ erradamente classificada como oncocitomas (Bugert et al., 1997). O diagnostico

diferencial ¢ importante porque a sobrevivéncia destas neoplasias ¢ bastante diferente.
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Figura 10 — Morfologia de carcinoma croméfobo (a), variante eosinofilica do carcinoma croméfobo (b) e

oncocitoma (c)

7.2 — Carcinoma cromofobo vs carcinoma de células claras

A presenca de um elevado nimero de mitocondrias € um consequente
citoplasma granular, denso e eosinofilico, sdo caracteristicas comuns a variante
eosinofilica do carcinoma de células claras e a variante eosinofilica do carcinoma
croméfobo. Por outro lado, a variante tipica do carcinoma croméfobo pode assemelhar-
se ao carcinoma de células claras, tendo estes dois subtipos padrdes de alteracdes

genéticas distintos (Liu et al., 2007).

7.3 — Carcinoma de células claras vs carcinoma papilar

Alguns tumores de células renais apresentam caracteristicas morfoldgicas
sobreponiveis, nomeadamente no caso de tumores de células claras com um padrio de
crescimento papilar. Recorrendo a analise por citogenética classica, verificou-se que
estes tumores apresentavam as caracteristicas genéticas dos CCRcc, com delegdo de 3p

e monossomia do cromossoma 14 (Fuzesi et al., 1999) ou delecdo de 3p e trissomia de

5q32~qter (Kovacs et al., 1999), e que ndo apresentavam aumento do ntimero de copias
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de 3q, 7, 8, 12, 16, 17 e 20 ou perda do cromossoma Y, caracteristicas dos CCRp

(Fuzesi et al., 1999; Salama et al., 2003).

7.4 — Adenoma vs carcinoma papilar

A sobreposicdo de caracteristicas morfoldgicas nos adenomas e carcinomas
papilares origina muitos problemas de diagnostico diferencial ao patologista (Brunelli et
al., 2003). A existéncia de pequenas lesdes corticais em autopsias faz levantar a suspeita
de existirem muitas lesdes no epitélio renal (proliferacdo) que ndo tém capacidade de
evoluir para cancro. Os estudos existentes que afirmam que tumores com menos de 3
cm ndo apresentam capacidade para metastizar foram efectuados em autopsias (Bell et
al., 1950). No entanto, o critério utilizado para distinguir o adenoma (benigno) do
carcinoma papilar (maligno) é apenas o tamanho macroscopico. Com a crescente
descoberta acidental de tumores renais cada vez mais pequenos, a classificacdo baseada
no tamanho deixa de fazer sentido, uma vez que tanto pode tratar-se de um tumor

indolente como de um tumor agressivo detectado numa fase precoce (Eble, 1997).

7.5 — Diagnostico diferencial em bidpsias renais

A utilizacdo de bidpsias renais ndo estd generalizada porque as dificuldades de
um diagnostico morfolodgico sdo ainda maiores em amostras reduzidas, podendo ndo
compensar os riscos inerentes ao procedimento (Herts et al., 1995; Wood et al., 1999;
Hara et al., 2001; Neuzillet et al., 2004). A possibilidade de associar uma analise
genética que permita um diagnodstico diferencial a um procedimento minimamente
invasivo poderia evitar nefrectomias desnecessarias no caso de tumores benignos e
contribuir para uma melhor avaliacdo diagnoéstica e prognostica pré-operatoria no caso

dos carcinomas.
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Obijectivos

Este estudo teve como objectivos principais:

1- Avaliar a possibilidade de analisar simultaneamente todos os cromossomas por
hibridagdo gendmica comparativa (CGH) em bidpsias aspirativas ex vivo de tumores

renais;

2- Determinar o valor da analise por CGH de bidpsias aspirativas para realizar um

diagndstico genético correcto de tumores renais;

3- Avaliar a representatividade de uma bidpsia aspirativa na caracterizagdo genética por

CGH dos varios tumores renais;

4- Avaliar a contribui¢do da analise genética por CGH para o diagndstico correcto dos

tumores renais.
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Material e métodos

1 — Material biologico

O estudo incluiu 75 pacientes (totalizando 150 amostras) com tumores do rim
sujeitos a nefrectomia total, tratados consecutivamente no Instituto Portugués de
Oncologia do Porto Francisco Gentil. De cada doente obteve-se uma bidpsia aspirativa
por agulha fina ex vivo e um fragmento de tecido tumoral, de modo a testar a
representatividade da bidpsia aspirativa para o diagnostico diferencial e para confirmar
a associacdo entre a classificagdo morfologica e genética. As bidpsias aspirativas e os
fragmentos representativos do tumor foram congelados a -80°C até a analise por
hibrida¢do genomica comparativa (CGH). O diagnostico histopatoldgico do tumor foi
realizado por um patologista especializado em uropatologia. Os resultados da analise

morfologica e da andlise genética foram cruzados no final do estudo.

2 — Métodos

2.1 — Extraccéo e quantificacdo do DNA

A extraccado de DNA das bidpsias aspirativas, do respectivo tumor e dos
linfécitos do sangue periférico de dadores saudaveis (DNA de referéncia) foi realizada
por métodos standard. Para determinar a concentracdo de DNA foi utilizado o

NanoDrop.
2.2 — Hibridagdo gendmica comparativa (CGH)

A técnica de CGH foi descrita pela primeira vez na década de 90 (Kallioniemi et
al., 1992; Kallioniemi ef al., 1994) e baseia-se na hibridagdo competitiva de dois DNAs

(DNA do tumor marcado com fluorocromo verde ¢ DNA controlo marcado com
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fluorocromo vermelho) em metafases normais. Esta metodologia permite a detec¢ao de
diferengas no nimero de copias de sequéncias de DNA (ganho ou perda de material) em
todo o genoma do tumor, através da andlise da variagdo do racio da intensidade
normalizada da fluorescéncia dos dois fluorocromos. Como o quociente de intensidade
verde/vermelho ao longo de cada cromossoma reflecte a abundancia relativa das
sequéncias de DNA no tumor, as regides cromossémicas que se encontram sobre-
representadas no tumor apresentam cor verde, enquanto que as zonas sub-representadas
apresentam cor vermelha (Kallioniemi ef al., 1992).

Neste estudo o protocolo de CGH foi modificado de acordo com o descrito por

Teixeira et al. (2004).
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Figura 11 — Representagdo esquematica da analise por CGH. O DNA tumoral (verde) e normal
(vermelho) hibridam numa metafase normal. As regides cromosséomicas onde existe ganho de material
apresentam maior intensidade de fluorescéncia verde, enquanto as zonas com perda de material genético

exibem maior intensidade de vermelho.

Esta metodologia engloba trés passos:

A- Reaccgdo de Nick-Translation:

Para a reac¢dao de marcacao do DNA teste (tumoral) e de referéncia (linfocitos)

foram utilizados dUTPs conjugados com fluorocromo verde ou vermelho,
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respectivamente. Para um volume final de 50ul, 1 ug de DNA foi marcado com os
respectivos nucleotideos conjugados com SpectrumGreen-dUTP [yysise) € SpectrumRed-
dUTP |vysise). Para ajustar o tamanho dos fragmentos (sondas gendmicas) foram
utilizadas as enzimas DNA polimerasel/DNase I (iyiwogen®) € DNA Polimerase I (E.coli)
[Invitogen®] COM incuba¢do num termociclador GeneAmp PCR System 2700 [applicd
Biosystems®] @ 15°C durante 40 a 60 minutos. No final de cada reacgdo, para verificar o
tamanho dos fragmentos, os produtos foram sujeitos a electroforese em gel de agarose
ciBcow] 1% (p/v) corado com solugdo de brometo de etideo [sigmam), sendo aceitaveis

fragmentos com o tamanho compreendido entre os 300 e os 2000 pb.

B- Precipitagdo do DNA e hibridagado

Aproximadamente 60 ng de cada um dos DNAs (tumoral e normal) marcados
com o respectivo fluorocromo foram misturados, tendo-se adicionado posteriormente
Human Cot-1 DNA [mvirogen®) para bloquear a ligagdo das sondas as sequéncias
repetitivas dos cromossomas € solugdes de etanol absoluto jmeke) € acetato de sédio 3M
[Merk] para precipitar o DNA. Depois de precipitado e seco, o DNA foi dissolvido em
tampdo de hibridag¢do LSI Hybridization Buffer [vysisw-.

As metafases de linfocitos normais, obtidas comercialmente (CGH Target
Slides, Normal Male Metaphases [vysisw]), foram desnaturadas em formamida
desionizada [¢-Biogenc®] @ 70%/2XSSC [vysisw)) @ temperatura de 74°C. Ap6s desnaturagdo
a 70°C, a mistura de DNA foi colocada a hibridar com as metafases normais durante 2 a
3 dias, numa camara hiimida a 37°C. Procedeu-se de seguida a uma série de lavagens
com formamida desionizada a 50%/2xSSC a 45°C e 2xSSC/0.11gepal (siGma-ALDRICH®] &

temperatura ambiente. Por fim, adicionou-se a solucdo contrastante Vectashiel
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Mounting Medium for Fluorescence with DAPI [yeio®) € foil colocada a respectiva

lamela.

C- Captura e analise

Para cada amostra foram seleccionadas 10 metafases de boa qualidade.
Utilizando uma roda de filtros HBO 100 acoplada a um microscopio de fluorescéncia
Axioplan Imaging (zeisse) € O sistema de andlise CyfoVision versao 3,9 [applied Imaging®],
foram sequencialmente capturadas com uma camara Cohu 4900 CCD [applied imaging®]
(12-bit, monocromatica), trés imagens correspondentes a cada um dos fluorocromos e
ao DAPI. Os cromossomas foram identificados com base na observagdo no respectivo
DAPI invertido e a intensidade relativa do sinal de hibridacdo foi determinada ao longo
de cada cromossoma.

Os dados obtidos das 10 metafases foram combinados originando um perfil
médio para cada cromossoma derivado do racio das duas fluorescéncias, com um
intervalo de confianca de 99%. Com o objectivo de estabelecer um perfil normal para
ser utilizado como intervalo de confianca de referéncia, foram utilizadas 10 metafases
de cada uma de dez hibrida¢des normal versus normal (Kirchhoff et al., 1998).

Foi considerada a existéncia de ganho ou perda de material genético sempre que
os intervalos de confianca a 99% do DNA teste e de referéncia ndo eram sobreponiveis.
Foi considerada amplificagdo sempre que o intervalo de confianga a 99% era superior a
1,5. A descrigdo das alteragdes detectadas por CGH foi realizada segundo as normas do

ISCN (2005).
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2.3 — Interpretacdo dos resultados

Para a classificagdo dos tumores do rim seguiu-se o esquema indicado na Figura

12, adaptado de Receuveur et al. (2005).

Outras alteragoes

3p, 7,17
A
4 \ 4
-3p +7,+17 |
} |
Carcinoma Adenoma -1p, +11q, -14q
células claras papilar
v A4
Oncocitoma

+3,+8, +12, +16, +20

\ 4

Carcinoma
papilar

A

-1,-2,-6,-10, -13,
17,21, -X

\4

Carcinoma
cromofobo

Figura 12 — Diagrama de diagnostico genético dos tumores de células renais, adaptado de Receuveur et

al. (2005).

Em primeiro lugar foi observado o padrao de alteragdes dos cromossomas 3p, 7

e 17. Perante delecdo de 3p o tumor foi classificado como carcinoma de células claras

(CCRcc). O ganho dos cromossomas 7 e 17 permite o diagnostico do adenoma papilar.

Na presenca de ganho de pelo menos trés dos cromossomas 3, 7, 8, 12, 17, 16 ou 20, o

tumor foi classificado como carcinoma papilar (CCRp). Os carcinomas cromé6fobos

(CCRecr) sdo diagnosticados por apresentarem perdas dentro do conjunto de

cromossomas mais frequentemente alterado, ou seja, os cromossomas 1, 2, 6, 10, 13, 17,

21 ou X. Os critérios para diagnéstico deste subtipo tumoral foram perda de pelo menos

dois cromossomas sem mais alteracdes numéricas e/ou estruturais ou perda de pelo
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menos trés cromossomas (dentro do grupo de cromossomas mais frequentemente
perdidos). O diagnédstico de oncocitomas foi realizado na presenga de delecdao de 1p,
14q e/ou ganho de 11q. Perante um padrido de alteracdes genéticas que ndo se
enquadrasse dentro dos subgrupos acima referidos (ou na auséncia de alteragdes
genéticas detectaveis por CGH), o tumor foi considerado ndo classificavel do ponto de

vista genético.

2.4 — Andlise de agregacédo hierarquica

Para proceder a andlise por agregagdo hierarquica foi necessario codificar os
resultados para posteriormente serem importados para o respectivo programa
informatico. Assim, as alteracdes foram registadas, por braco cromossémico, numa
folha de célculo do Microsoft Excel, excluindo os bragos curtos dos cromossomas
acrocéncritos. A codificagdo das alteragdes do numero de copias por brago
cromossoémico foi efectuada da seguinte maneira: auséncia de alteragdes, 0; ganho de
material, 1; perda de material, -1; amplificagao, 2.

A folha de Excel com os dados codificados foi guardada em formato de texto e
transferida para o programa J-Express Pro 2.5. A analise foi realizada com os
parametros average linkage (método de agregagao) e correlagdo de Pearson (distancia
métrica). Os dendrogramas gerados pelo programa informatico agregam as amostras de

acordo com o grau de semelhanca genética.
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Resultados

1 — Diagnostico genético de tumores do rim

Foi possivel realizar a analise por CGH em 62 (83%) biopsias aspirativas e em
72 (96%) fragmentos de tecido tumoral, num total de 75 casos (Tabela 1).

Recorrendo unicamente ao padrao de alteracdes genéticas na bidpsia aspirativa,
foi possivel realizar o diagnostico genético em 42 dos 62 tumores (68%) nos quais foi
possivel obter um resultado por CGH. O diagndstico genético foi carcinoma de células
claras (CCRcc) em 29 casos, carcinoma cromédfobo (CCRcr) em oito casos, carcinoma
papilar (CCRp) em quatro casos, € oncocitoma em um caso, sendo o diagndstico
genético inconclusivo nos restantes 20 casos.

Nas figuras seguintes, apresenta-se um exemplo de cada diagnostico genético
que foi possivel realizar baseado no padrio de alteragdes genéticas, nomeadamente
carcinoma de células claras (Figura 13), carcinoma croméfobo (Figura 14), carcinoma

papilar (Figura 15) e oncocitoma (Figura 16).
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Figura 13 — Exemplo de um carcinoma renal de células claras (caso 199) com uma dele¢do no ramo curto
do cromossoma 3, entre outras alteracdes. Barras vermelhas representam regides cromossdmicas

deletadas e barras verdes representam regides cromossomicas ganhas.
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Figura 14 — Exemplo de um carcinoma croméfobo (caso 153) com perda dos cromossomas 1, 6, 14 e X,

entre outras alteragdes. Barras vermelhas representam regides cromossomicas deletadas e barras verdes

representam regides cromossomicas ganhas.
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Figura 15 — Exemplo um carcinoma papilar (caso 179) com ganho dos cromossomas 3, 12, 16 e 17.
Barras vermelhas representam regides cromossomicas deletadas e barras verdes representam regides

cromossomicas ganhas.
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Figura 16 — Exemplo um oncocitoma (caso 182) com perda de 1p e ganho de 11q. Barras vermelhas
representam regides cromossomicas deletadas e barras verdes representam regides cromossomicas

ganhas.
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Tabela 1 — Resultados da CGH nas bidpsias aspirativas e respectivo fragmento de tecido tumoral.

Caso

CGH biopsia aspirativa CGH fragmento de tecido tumoral

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

rev ish dim(2)(p23p25),enh(5)(p12p15), *
dim(9)(p22p24),enh(9)(q11q33),dim(10)
(q2126),dim(11)(q22q25),dim(12)(q24),
dim(13)(q14q34),enh(16)(p12p13)

Sem alteragoes *
rev ish dim(3)(p26q21),dim(6)(q24q27),dim(9) *
rev ish dim(X)(p22q26),dim(1),dim(2), *

enh(3),enh(4),enh(5),dim(6),enh(7),enh(8),
enh(9),dim(10),enh(11),enh(12),dim(13)(q),
enh(14)(q),enh(15)(q),enh(16),dim(17),enh(18),
enh(19),enh(20),dim(21)(q),enh(22)(q)

rev ish dim(Y),dim(3)(p26q21),dim(6)(q24q27), *
enh(20)
rev ish enh(2)(q32),enh(3)(p21929),dim(3) *

(p21p25),enh(5)(q23935).dim(8)(p21p22),
enh(11)(p13p15).enh(11)(q14q22),dim(11)
(q24q25),dim(14)(q31q32).enh(17)(q21q24),

dim(22)(q11q13)

nd rev ish dim(3)(p14p26),enh(5)(q33q35)
rev ish dim(3)(p13p25),enh(5)(q14q35),enh(7), *
dim(10)(q21q26)
rev ish dim(X),dim(1),enh(2)(p21p24), *

dim(2)(q),enh(3)(p21),enh(3)(g21),enh(5)
(q32935),enh(6)(p21p23),enh(7)(p22q11),
enh(8)(p12p22),enh(9)(p13q34),enh(11)
(p12p15),enh(11)(q13q14),dim(10),enh(11)
(923924),enh(12)(q13q14),enh(12)(q24),
enh(14)(q24q32),enh(15)(q),enh(16),enh(17),
enh(18)(q21g23),enh(19),enh(20)(q),enh(21)
(922),enh(22)(q)

Sem alteragoes *
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Caso

CGH biopsia aspirativa CGH fragmento de tecido tumoral

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

rev ish dim(X)(p22q21),dim(X)(q23q26), *
dim(1)(p36),dim(1)(p33q44),enh(2),dim(3)
(p24929),enh(4),dim(5),dim(6),enh(7),enh(8),
dim(9)(p21p24),dim(10)(p13q25),enh(11),
enh(12),dim(13)(q),enh(14)(q),enh(15)(q),
enh(16),enh(18),dim(17),enh(19),enh(20)

nd rev ish enh(2)(p22q37),dim(3)(p13p25),
enh(5)(q22),enh(5)(q34q35),enh(7)(q22q35),
enh(11)(p12p15),enh(11)(q14q24),enh(12)(q14
q23),enh(20)(p12),enh(20)(q12q13)

rev ish enh(2)(q22q37),dim(3)(p21p26) *
nd Nd
nd Nd
Sem alteragoes *
nd rev ish dim(3)(p14p25),amp(5p),enh(5)

(922935),dim(8)(p21p23),dim(9)(q13q34),
enh(12), dim(14)(q24q32),enh(16),enh(20)

rev ish dim(1)(p31p32),dim(3)(p14p26),enh(3) *
(928g29),enh(5)(p15),enh(5)(q13q35),dim(8)
(p21p23),dim(11)(q14925),enh(13)(q21q34),

dim(14)(q24q31),enh(16)

nd rev ish dim(3)(p12p24),enh(5)(q31qg39),
enh(16)(q)
Sem alteragoes *
Sem alteragdes *
rev ish dim(Y),enh(2),enh(3)(q13q29), *

enh(7)(p15),enh(7)(p13936),enh(10)(p13q22),
enh(12),dim(14)(q),enh(16),enh(17)(p13q21),
enh(18)(p11),enh(18)(q21g22),enh(20)

nd Nd
rev ish dim(18) *
rev ish dim(3)(p21p26),dim(8)(p12p23) *
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Caso

CGH biopsia aspirativa

CGH fragmento de tecido tumoral

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

rev ish dim(3)(p21p24),enh(3)(q12q28),enh(5),
dim(6),dim(8)(p23q23),dim(9)(p22p24),dim(9)
(922q33),enh(12)(q21q24),dim(13)(q12q14),
dim(14)(q22q32),enh(16)(q12q23),
dim(18)(p11g21),enh(21)(q)

rev ish dim(3)(p13p25),enh(5)(q23q35)

rev ish dim(X),dim(1),enh(2),enh(3),enh(4),
enh(5),dim(6),enh(7)(p15),enh(7)(q31q32),
enh(8),enh(9)(p21p24),enh(9)(q13q33),enh(10)
(p13),enh(10)(q21926),enh(11)(p12p15),
enh(11)(q13q24),enh(12)(q14q23),enh(13)
(q14q34),dim(14),enh(15)(q21q26),enh(18)
(q12923),enh(20)(p12p13),enh(21)(q21q22)

rev ish dim(3)(p21p26),enh(5)(q33q35),
enh(18)

rev ish dim(Y),dim(3)(p21p25),enh(7)(p14p21),
enh(7)(q22q36),dim(8)(p12p23)

rev ish dim(1)(p36),dim(11)(p15)

nd

rev ish dim(Y),enh(2)(q22q37),dim(3)(p),
enh(5),enh(22)(q12q13)

rev ish dim(3)(p13p26),dim(14)(q)

rev ish enh(2)(q21q37),amp(2)(q22q32),
dim(3)(p13p25),enh(22)(q11q13)

nd

rev ish dim(1)(p),enh(11)(q),amp(11)(q22q23)

nd

rev ish dim(Y),enh(2)(p23q33),dim(2)(q37),
dim(3)(p25q21),enh(3)(q21q29),enh(7)
(p15p21),enh(7)(p13),enh(7)(q21q36),dim(8)
(p12p21),enh(8)(q21g23),dim(10),enh(11)
(p12pl5),enh(11)(q13923),dim(13)(q31q34),
dim(15)(q21g22),enh(16)(q13q24),dim(18)
(p11922),enh(20)(p12p13),enh(20)(q),enh(21)
(421922)

*

rev ish enh(5)(p15),enh(5)(q14q23)

rev ish dim(1)(q41q44),dim(3)(p25q21)

rev ish enh(2)(q31q33),dim(3)(p21p25),
enh(5)(q22q35),dim(14)(q22q32)

*
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Caso CGH biopsia aspirativa CGH fragmento de tecido tumoral
165 rev ish dim(3)(p21p25),enh(5)(q22q35) *
166 rev ish dim(Y),dim(1)(p36),dim(3)(p12p25), *
enh(5),amp(5)(q14q31),enh(7),enh(11)
(p12pl15),dim(14)(q)
167 rev ish dim(Y),enh(3)(q21q29),dim(4), *

enh(5)(p),dim(5)(q13q35),dim(8)(p21p22),
dim(9)(p21p23),dim(10)(q23q24),dim(11)
(923925),enh(16)(q),dim(17)(q11g21),enh(20)

168 rev ish enh(7)(p14p21),enh(7)(q31q35) *

169 rev ish enh(8)(q22q23) *

170  rev ish enh(1)(q25q42),enh(2),dim(3) *
(p21p25),enh(5)(q31g35),dim(14)(q)

171  Sem alteragdes *

172 rev ish dim(3)(p),enh(5),dim(11)(q21q25), *

enh(12),dim(14)(q),enh(21)(q22)

173 rev ish dim(Y),dim(3)(p25q21),enh(6)(p21), *
dim(6)(q14q27),dim(9)(p13p24)

174 nd rev ish dim(Y),dim(3),enh(5)

175 Sem alteragdes *

177  rev ish dim(Y),enh(1)(q21q42),dim(3) *

(p22p24),dim(3)(p12p14),enh(5)(q31g35),
dim(6),enh(7)(q31q36),enh(8)(p21),enh(8)
(q22),dim(9)(p),enh(11)(q13q14),enh(12)
(q13q24),dim(13)(q),dim(14)(q),dim(15)
(q11g22),enh(16)(q),dim(18)(p11q12),enh(20)

178  rev ish dim(Y),dim(1),enh(11)(q13q14), *
enh(13)(q),dim(21)(q)

179  rev ish dim(Y),enh(3),enh(12),enh(16),enh(17) *

180 Sem alteragdes *

181 nd rev ish dim(8)
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Caso CGH biopsia aspirativa CGH fragmento de tecido tumoral
182 rev ish enh(3),enh(7),enh(16) *
183  rev ish dim(1)(p34p36),enh(1)(p31),dim(1) *

(p13p22),enh(1)(q21g43),dim(2),enh(3)
(p13p26),dim(3)(q11921),enh(3)(q22q29),
enh(4),enh(5),dim(6),enh(7),enh(8),enh(9),
enh(10)(p11p13),dim(10)(q21q26),enh(11),
enh(12),dim(13)(q),enh(14)(q),enh(15)(q),
enh(16)(q12q24),dim(17),enh(18),enh(20),
enh(21)(q),enh(22)(q12q13)

184  rev ish dim(Y),enh(1)(p32p33),amp(1)(q21), *
enh(2)(p13p23),dim(2)(q34q37),enh(3),dim(4)
(p),enh(4)(@).enh(5)(p15),dim(3)(),enh(7)
(p13p21),enh(7)(q31435).dim(8)(p),enh(8)(q),
dim(9)(p),enh(10)(p),dim(10)(q21q26),dim(11)
(923924),enh(12)(q15923),enh(13)(q12q21),
dim(14)(q),enh(16)(q23q24),dim(17)(p),enh(17)
(q),dim(18),enh(19)(q13),dim(20)(p),enh(20)
(q),amp(20)(q11q12),enh(21)(q21q22)

185 Sem alteracdes *

186  rev ish dim(3)(p21p26),enh(4)(q26q28),enh(5) *
(q14qg35),enh(7),enh(12),enh(17)(q21q25),
amp(17)(q25),dim(22)(q)

187 rev ish dim(1)(p35p36),dim(1)(q32),dim(1) *
(q42),enh(2),enh(3)(p13p24),enh(3)(q21q26),
dim(5)(q33q35),enh(7),enh(8),dim(10)
(p12p13),enh(12)(p12p13),enh(12)(q14q24),
enh(13)(q13q34),dim(15)(q21q22),enh(16)

(q12923),enh(18)(p11q22)

188 rev ish dim(Y),dim(3)(p26q21),enh(5),dim(6) *
(p21p25),enh(7),dim(9),enh(10)(p13q21),
dim(11)(q22q25),enh(12),dim(13)(q12q21),
dim(14)(q21932),enh(20)(q),

189  rev ish dim(2),enh(3)(q),amp(5)(p),dim(5)(q13 *
q35),enh(7)(p15),enh(7)(q21q36),dim(8)
(p23923),dim(9)(p13p24),dim(9)(q21q34),
dim(11)(p),enh(11)(q),amp(11)(q14q23),
enh(12),enh(13)(q),enh(14)(q),dim(15)(q),
dim(17)(p12p13),enh(17)(q21q25),enh(20)

190 rev ish dim(3)(p13p26),enh(5),dim(9),enh(12), *
dim(14)(q),enh(20)(p12q13)

191 rev ish dim(Y),dim(2)(q37),dim(3)(p26q21), *
enh(5)

192  Sem alteragdes *

193 rev ish dim(2),dim(17) *
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Caso

CGH biopsia aspirativa CGH fragmento de tecido tumoral

194

195

196

197

198

199

200

201

rev ish enh(Y),dim(1),dim(2),enh(3),enh(4), *
enh(5),dim(6),enh(7),enh(8),enh(9),dim(10),
enh(11),enh(12),enh(13)(q21),enh(14)(q24q32),
enh(15)(q),enh(16),dim(17),enh(18)(q12q23),
enh(19),enh(20),enh(21)(q),enh(22)(q)

rev ish dim(X),dim(1),dim(2),enh(3),enh(4), *
dim(5),dim(6),enh(7),enh(8),enh(9),dim(10),
enh(11),enh(12),enh(13)(q),enh(14)(q),enh(15)
(q),enh(16),dim(17),enh(18),enh(19),enh(20),

enh(21)(q),enh(22)(q)

Sem alteragoes *

rev ish dim(3)(p21p25),enh(5)(q33q35) *
nd rev ish enh(7)(p13p21),enh(7)(q21q36),

enh(16),enh(20)

rev ish dim(Y),dim(1)(p13p36),enh(1)(q22q24), *

enh(1)(q31),enh(1)(g41),enh(2)(q21q32),dim(3)

(p21p26),enh(3)(q21),dim(4),enh(5)(q14q35),

dim(6)(q14q16),enh(7),enh(9)(p22q34),enh(11)

(p12p15),enh(11)(q23),enh(12)(q13q24),

dim(14)(q22q32),enh(16),enh(21)(q22)

rev ish dim(3)(p13p26),enh(5),dim(8)(p23q13) *

rev ish dim(Y),dim(3)(p),enh(5),dim(6) *

(925927),dim(14)(q)

nd — ndo determinado
rev ish, reverse in situ hybridization; enh, enhanced; dim, diminished; amp, amplification
* — Padrdo de alteragdes genéticas similar ao da bidpsia aspirativa.

2 — Comparacao entre o diagnostico genético e histopatolédgico

O diagnoéstico genético baseado na bidpsia aspirativa foi confirmado pela andlise

histopatologica em 40 dos 42 casos (95%). Houve discordancia entre a classificagdo

genética e histologica em duas neoplasias renais (casos 136 e 162). O caso 136 foi

geneticamente classificado como carcinoma cromoéfobo, e ndo como carcinoma de

células claras por apresentar perdas dentro do conjunto de cromossomas que o0s
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caracteriza, nomeadamente a perda total dos cromossomas 6, 13q e 17. O caso 162 foi
geneticamente classificado como oncocitoma, € ndo como carcinoma cromofobo, pois
apresentou um padrdo de alteragdes genéticas, perda de 1p e ganho de 1lq,
caracteristico daquele tumor benigno. O diagndstico genético foi confirmado em ambos
0s casos apos reavaliacdo pelo anatomopatologista.

Considerando apenas os casos em que foi possivel a anélise por CGH na bidpsia
aspirativa, ¢ tendo em conta o diagnostico final, a andlise genética classificou
correctamente 29 dos 31 carcinomas de células claras, 8 dos 13 carcinomas cromofobos,
4 dos 4 carcinomas papilares ¢ 1 dos 7 oncocitomas, totalizando 42 (75%) dos 56
tumores de células renais. O valor preditivo positivo, o valor preditivo negativo, a
sensibilidade e a especificidade dos resultados de CGH para cada subtipo de tumor renal
encontram-se na Tabela 2.

Se incluirmos todas as amostras da série, a andlise genética na bidpsia aspirativa
classificou correctamente 29 dos 42 (69%) carcinomas de células claras, 8 dos 13 (62%)
carcinomas cromodfobos, 4 dos 5 (80%) carcinomas papilares e 1 dos 8 (12.5%)
oncocitomas (Tabela 3).

A andlise de CGH nos fragmentos de tecido tumoral conseguiu classificar mais 8
casos para além dos 42 diagnosticados pela andlise genética das bidpsias aspirativas
(Tabela 4). A taxa de classificacdo dos tumores por CGH nos dois tipos de amostra em
conjunto foi de 50 de 72 (69%) tumores renais ou de 50 de 66 (76%) se considerarmos
apenas os tumores de células renais.

Por subtipo histoloégico de tumores de células renais, a andlise genética
combinada dos dois tipos de amostra permitiu classificar correctamente 36 dos 42
(86%) carcinomas de células claras, 8 dos 13 (62%) carcinomas cromoéfobos, 5 dos 5

(100%) carcinomas papilares e 1 dos 8 (12.5%) oncocitomas.
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Tabela 2 — Valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, sensibilidade e especificidade por subtipo
histologico da classificagdo genética nas bidpsias aspirativas de tumores renais nas quais foi possivel

realizar CGH.

Valor Preditivo Valor Preditivo Sensibilidade Especificidade
Positivo Negativo
CCR Células claras 100% 93.9% 93.5% 100%
CCR Croméfobo 100% 90.7% 61.5% 100%
CCR Papilar 100% 100% 100% 100%
Oncocitoma 100% 90.2% 14.3% 100%

Tabela 3 — Classificagdo morfoldgica e genética na série de 75 tumores do rim estudados.

Caso  Tipo histologico Classificacdo por CGH
126 Leiomiossarcoma d
127 Linfoma nao-Hodgkin folicular
128 CCR Células claras CCR Células claras
129 CCR Croméfobo CCR Croméfobo
130 CCR Células claras CCR Células claras
131 CCR Células claras CCR Células claras
132 CCR Células claras wb
133 CCR Células claras CCR Células claras
134 CCR Croméfobo CCR Croméfobo
135 Oncocitoma d
136 CCR Células claras* CCR Cromofobo*
137  CCR Células claras ab
138 CCR Células claras CCR Células claras
139 CCR Células claras wed
140  CCR Células claras wed
141 Oncocitoma d
142  CCR Células claras e
143 CCR Células claras CCR Células claras
144  CCR Células claras ab
145 Oncocitoma a
146 Oncocitoma d
147 CCR Papilar CCR Papilar
148  Oncocitoma aed
149 CCR de padrido misto d
150 CCR Células claras CCR Células claras
151 CCR Células claras CCR Células claras
152 CCR Células claras CCR Células claras
153 CCR Cromoéfobo CCR Croméfobo
154 CCR Células claras CCR Células claras
155 CCR Células claras CCR Células claras
156 CCR Croméfobo ¢
157 CCR Células claras vl
158 CCR Células claras CCR Células claras
159 CCR Células claras CCR Células claras
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Caso  Tipo histolégico Classificacdo por CGH
160 CCR Células claras CCR Células claras
161 CCR Células claras ab
162 CCR Cromofobo* Oncocitoma*

163 CCR Células claras b

164 CCR Células claras CCR Células claras
165 CCR Células claras CCR Células claras
166 CCR Células claras CCR Células claras
167 Carcinoma urotelial d

168 CCR Células claras d

169  CCR Croméfobo ¢

170 CCR Células claras CCR Células claras
171 Oncocitoma d

172 CCR Células claras CCR Células claras
173 CCR Células claras CCR Células claras
174  CCR Células claras e

175  CCR Croméfobo ¢

177 CCR Células claras CCR Células claras
178 Oncocitoma a

179 CCR Papilar CCR Papilar

180  CCR Células claras vl

181 CCR Células claras vl

182 CCR Papilar CCR Papilar

183 CCR Cromoéfobo CCR Croméfobo
184 Carcinoma urotelial papilar d

185 Angiomiolipoma

186 CCR Células claras CCR Células claras
187 CCR Papilar CCR Papilar

188 CCR Células claras CCR Células claras
189 Carcinoma urotelial papilar

190 CCR Células claras CCR Células claras
191 CCR Células claras CCR Células claras
192 CCR Cromoéfobo d

193 CCR Cromoéfobo CCR Cromoéfobo
194 CCR Cromoéfobo CCR Croméfobo
195 CCR Cromoéfobo CCR Cromoéfobo
196  CCR Croméfobo d

197 CCR cistico multilocular** CCR Células claras
198  CCR Papilar e

199 CCR Células claras CCR Células claras
200 CCR Células claras CCR Células claras
201 CCR Células claras CCR Células claras

* Nao foi possivel efectuar analise na bidpsia por escassez de material.
® Foi possivel obter diagnéstico recorrendo a analise do tumor.

“ Nio foi possivel efectuar analise no tumor.

4 Niio foi possivel obter um diagnéstico.
Divergéncia entre classificagio histologica e genética.
Variante de baixo grau do carcinoma de células claras
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Tabela 4 — Série de tumores renais na qual foi possivel obter um diagnostico genético apenas no

fragmento de tecido tumoral.

Tipo histoldgico

Classificacao por CGH

Caso 4o tumor do fragmento de tecido
tumoral

132 CCR Células claras CCR Células claras
137 CCR Células claras CCR Células claras
142 CCR Células claras CCR Células claras
144 CCR Células claras CCR Células claras
161 CCR Células claras CCR Células claras
163 CCR Células claras CCR Células claras
174 CCR Células claras CCR Células claras
198 CCR Papilar CCR Papilar

3 — Analise de agregacéao hierarquica

A analise de agregacdo hierdrquica baseada apenas no padrdo de alteragdes

genéticas revelou a existéncia de trés grupos distintos de tumores: o grupo dos

carcinomas papilares e carcinomas uroteliais, o grupo dos carcinomas de células claras e

o grupo dos carcinomas croméfobos e oncocitomas (Figura 17). Houve dois tumores

que segregaram fora do grupo a que pertencem, o caso 168 (carcinoma de células

claras) e o caso 187 (carcinoma papilar). O caso 126, que corresponde a um

leiomiossarcoma, segregou em conjunto com o grupo 1.
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Figura 17 — Analise de agregacao hierarquica nas biopsias aspirativas dos tumores renais, nas quais foi
possivel obter um resultado por CGH (excluindo cariétipos normais). I, grupo dos carcinomas papilares ¢
carcinomas uroteliais; 11, grupo dos carcinomas de células claras; 11, grupo dos carcinomas cromo6fobos e

oncocitomas.
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4 — Padrao de alterag6es cromossomicas por tipo de tumor renal

Para efeitos de comparacdo entre o diagndstico histologico final e o perfil de
alteracdes genéticas, foi contabilizado o resultado da biopsia sempre que possivel e, na
sua auséncia, o perfil do respectivo fragmento de tecido tumoral.

No grupo dos carcinomas de células claras, apenas um apresentou caridtipo
normal. De entre os que apresentam caridtipo anormal, o padrdo de alteragdes mais
frequente incluiu perdas em 3p (92%), 14q (36%), 8p (23%) e Y (21%). Relativamente
aos ganhos de material genético destacaram-se 5q (69%), 5p (33%), 7q (26%), 2q e 12q
(23% cada) e 7p (21%) (Figura 18).

Nos carcinomas cromofobos, trés casos apresentaram caridtipo normal (casos
175, 192 e 196). Nos restantes destacaram-se as perdas de 1p (80%), 1q, 2q, 6, 10g e 17
(60% cada), 2p e 10p (50% cada), X (40%), 13q (23%) e 5 (20%). Relativamente a
ganhos predominaram os dos cromossomas 7, 8, 11, 12q, 15q e 18q (70% cada), 3p, 4,
9, 14q, 16q, 18p e 20 (60% cada), 3q, 5q, 12p, 16p, 19, 21q e 22q (50% cada), 5p
(40%), 2p e 13q (30% cada) e 2q e 10q (20% cada) (Figura 19).

No grupo dos carcinomas papilares, todos apresentaram alteracdes genéticas
sendo as alteragdes mais frequentes os ganhos de 16q (100%), de 3q, 7 e 16p (80%
cada), de 3p e 12 (60% cada), de 2, 17, 18 e 20 (40% cada) e de 8, 10 e 13q (20% cada)
e as perdas dos cromossomas Y (40%) e 1, 5q, 10p, 14q e 15q (20% cada) (Figura 20).

Relativamente aos oncocitomas, apenas dois casos apresentaram caridtipo
anormal (num total de 8 neoplasias) sendo as regides mais frequentemente afectadas por
perdas os cromossomas 1p (100%), 1q, 21q e Y (50%) e por ganhos os cromossomas

11q (100%) e 13q (50%).

&4




Resultados

Ganhos (%)

Perdas (%)

1 3 5 7 9 " 13 15 17 o om X

Bandas cromossémicas (1p36 a Xq28)

Figura 18 — Padrao de alteragdes no n° de copias de DNA detectado na série de carcinomas de células

claras, recorrendo a CGH.

Ganhos (%)

Perdas (%)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 v on X

Bandas cromossémicas (1p36 a Xq28)

Figura 19 — Padrio de alteragdes no n°® de copias de DNA detectado na série de carcinomas croméfobos,

recorrendo a CGH.
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Figura 20 — Padrio de alteragdes no n° de copias de DNA detectado na série de carcinomas papilares,

recorrendo a CGH

5 — Heterogeneidade genética intratumoral

Quando comparados os resultados obtidos pela andlise da biopsia aspirativa com

o fragmento de tecido tumoral, foi encontrada heterogeneidade intratumoral em sete

carcinomas de células renais no total de 62 casos em que foi possivel estabelecer a

comparacgdo (Tabela 5, Figuras 21 e 22).

Tabela 5 — Casos com heterogeneidade genética entre a bidpsia aspirativa e o respectivo fragmento de

tecido tumoral.

Tipo de CGH da biépsia aspirativa Heterogeneidade no
Caso  galteragéo fragmento de tecido
tumoral
130 Ganho 20 -20
Perda Y,3p26q21,6q24q27 +18q21q23
133 Ganho 5ql4q35,7 -5q14q35
Perda 3p13p25,10921q26 -10g21q26
143 Ganho 3q28q29,5p15,5q13q35,13921q34,16 -5pl5, -5q13q35
Perda 1p31p32,3p14p26,8p21p23,11q14q25, -1p31p32, -8p21p23,
14924931 -11q14q25, -14q24q31
159 Perda 3p13p26,14q -14q
173 Ganho 6p21
Perda Y,3p25q21,6q14q27,9p13p24 +14q
186 Ganho 4926q28,5q14q35,7,12,17921q25 -7
Perda 3p21p26,22q -22q
Amplificagdo 17925
190 Ganho 5,12,20p12q13
Perda 3p13p26,9,14q +1p21p22, +4, +8p, +18
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Figura 21 — Evidéncia de heterogeneidade intratumoral no caso 159 entre a biopsia aspirativa (A) e o

respectivo fragmento de tecido tumoral (B), sendo a delegdo de 3p comum a ambas as amostras.
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Figura 22 — Evidéncia de heterogeneidade intratumoral no caso 186 entre a bidpsia aspirativa (A) ¢ o
respectivo fragmento de tecido tumoral (B), sendo a delecdo de 3p, entre outras alteragdes, comum a

ambas as amostras.
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Discussdo

1 — Consideracdes metodoldgicas

A classificacdo de Heidelberg das neoplasias renais ¢ baseada no padrio de
alteracdes citogenéticas presentes nas células neoplasicas, nomeadamente a delecdo de
3p no carcinoma de células claras, monossomias multiplas no carcinoma cromo6fobo e
trissomias multiplas no carcinoma papilar (Eble et al, 2004). Varias metodologias
podem ser utilizadas para a classificacio dos tumores renais, entre as quais a
citogenética classica, o FISH (Fluorescence in situ hybridization) e a CGH.

A citogenética classica baseia-se na analise de metafases, sendo para tal
necessario tecido fresco para estabelecer cultura celular. Permite a analise de todos os
cromossomas simultaneamente, pelo que ¢ um bom método para estabelecer um
diagnéstico e pode fornecer informagdo progndstica por permitir avaliar a evolugdo
clonal. No entanto, esta metodologia estd limitada pela taxa de divisdo celular in vitro
das células tumorais, que pode ser inferior a das células normais existentes na amostra.
O tempo de cultura varia de caso para caso, podendo demorar até uma ou duas semanas
(Chang et al., 2003). Outra limita¢do ¢ inerente ao nivel de resolugdo, pois as bandas
cromossomicas tém cerca de 5 a 10 megabases de DNA e podem incluir centenas de
genes. A possibilidade de a complexidade cariotipica poder mascarar determinadas
alteragdes citogenéticas ¢ também um problema inerente a esta metodologia.

O FISH possibilita a andlise de células individuais no ambito de organizagao
tecidular (usando cortes de tecido embebido em parafina), permitindo também observar
a eventual heterogeneidade existente no tumor. E baseado no uso de sondas dirigidas a
determinada regido do cromossoma, permitindo identificar ganho, perda ou rearranjo de
determinado gene ou conjunto de genes. Por permitir a andlise de ntcleos interfasicos,
pode ser aplicado a amostras obtidas por citologia aspirativa. E um método rapido, mas

apresenta a desvantagem de o numero de alvos possiveis de serem estudados
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simultaneamente ser limitado, perdendo-se informagao sobre as regides do genoma nao
testadas (Teixeira et al., 2002; Chang et al., 2003).

A CGH cromossémica ¢ um bom método para a detecgdo de
ganhos/amplifica¢des e/ou perdas de material genético em todos os cromossomas ao
mesmo tempo, ndo sendo necessarias sondas especificas ou informacgao a priori sobre as
regides eventualmente alteradas. Nao necessita de cultura celular, bastando a extrac¢ao
de DNA de boa qualidade do tumor (idealmente de material fresco ou congelado) e de
tecido normal (geralmente de leucocitos de um dador). A CGH tem como desvantagem
ndo detectar translocacdes equilibradas, inversdes, mutagcdes pontuais, ou alteragdes nas
regides repetitivas peri-centroméricas e subteloméricas, tendo um limite de resolugdo de
3 a 10 Mb. Existe ainda uma limitagao relacionada com a contaminagdo da amostra com
células normais, que podera diminuir a sensibilidade da técnica, particularmente se a
percentagem de células neoplésicas for inferior a 50% (Kallioniemi et al., 1992;

Kallioniemi et al., 1994).

2 — Diagnostico genético em bidpsia aspirativa de tumores do rim

O diagnostico de tumores renais recorrendo a bidpsias aspirativas tem sofrido
alguns avangos nos ultimos anos. A bidpsia aspirativa, sendo um procedimento pouco
invasivo, ¢ realizada com o objectivo de determinar a natureza benigna ou maligna de
lesdes ndo ressecaveis (devido, por exemplo, a auséncia de condi¢des cirurgicas),
perante uma doenga metastatica em diagnostico, em doenca localizada mas em estadio
avancado, ou para determinar se se trata de um tumor primario do rim ou de uma
metastase (Truong ef al., 1999). E também utilizada com o objectivo de estabelecer um

diagnéstico preciso antes do tratamento médico (Katz ef al., 1997; Renshaw et al.,
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1997; Truong et al., 1999). Com os avangos da imagiologia na avaliagdo médica de
rotina tém sido detectados tumores renais cada vez mais pequenos, sendo muito
importante a obtengdo de um diagnostico fidedigno e uma melhor avaliagdo da
agressividade bioldgica da neoplasia numa fase prévia a definicdo da terapéutica.

Volpe et al. (2007) realizaram uma revisdo de todos os casos publicados entre
1977 e 2006 com utilizagdo de bidpsias por agulha e aspirativas, no intuito de
determinar qual a indicacdo, o procedimento utilizado, a precisdo, a sensibilidade e a
seguranga deste exame e verificaram que, com o avango da tecnologia e da experiéncia,
o risco de originar células de tumor circulantes ¢ minimo, devendo os urologistas
ponderar a realizagdo de um maior numero de bidpsias em massas renais suspeitas, com
o intuito de obter um diagndstico precoce (pelo menos nos individuos mais idosos e/ou
com maior risco de complicagdo com a cirurgia). De acordo com diversos autores, a
utilizagdo de bidpsia aspirativa apenas para uma analise citologica tem a limitagdo de
nem sempre prever o grau de Furhman nem uma correcta classificagdo nos diferentes
subtipos histologicos (Nguyen et al., 1985; Flint et al., 1987; Ljungber et al., 1987,
Dekmezian et al., 1991; Auger et al., 1993; Cajulis et al., 1993; Layfield, 1994;
Caraway et al., 1995; Granter et al, 1997). A familiarizacdo com o0s aspectos
citologicos das células normais do parénquima renal ¢ importante para se poder obter
um diagndstico. Truong et al. (1999) alertaram para o facto de grandes quantidades de
glomérulos e de células epiteliais tubulares se encontrarem presentes em bidpsias
aspirativas renais, podendo simular a presenga de um CCR. Apds comparacdo dos
resultados em nefrectomias e em bidpsias, aqueles investigadores verificaram uma boa
correlacdo em relagdo ao grau do tumor mas ndo em relagdo a classificagdo por subtipo
histologico nas variantes de células claras e granulares do CCR, apesar de descreverem

aspectos distintos e caracteristicos para carcinomas papilares e cromofobos. Mesmo
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recorrendo a bidpsias por agulha (com o objectivo de um diagnostico histoldgico) a taxa
de insucesso na classificagdo ou obtengdo de bidpsias viaveis pode ser superior a 25%,
sendo por vezes necessaria a realizacdo de varias biopsias (no centro e periferia do
tumor, tornando o método mais invasivo) (Dechet et al., 2003; Neuzillet et al., 2004;
Wunderlich et al., 2005).

A sobreposicao de caracteristicas morfologicas origina problemas de diagnostico
diferencial num pequeno, mas significativo, nimero de tumores renais, mesmo em maos
de patologistas muito experientes usando pecas de nefrectomia (Kim et al., 2002;
Abrahams et al., 2004; Pan et al., 2004; Liu et al., 2007). Um citoplasma granular,
denso e eosinofilico, ¢ comum a variante eosinofilica do carcinoma de células claras, ao
carcinoma cromo6fobo, e ao oncocitoma. Por outro lado, a forma tipica do carcinoma
crom6fobo pode assemelhar-se ao carcinoma de células claras (Tickoo et al., 2000; Liu
et al., 2007). Estas dificuldades explicam a alteracdo do diagnostico histopatologico
inicial ocorrida em dois casos, ap6s reavaliagdo tendo em consideragdo a informagao
genética (um carcinoma de células claras e um carcinoma croméfobo foram
reclassificados como carcinoma cromdfobo e oncocitoma, respectivamente). A
importancia de uma classificagdo correcta prende-se com a diferente agressividade
clinica das neoplasias. O carcinoma de células claras ¢ o subtipo de tumor mais
agressivo, enquanto o carcinoma papilar tem melhor progndstico, o carcinoma
crom6fobo raramente metastiza e o oncocitoma € um tumor benigno (Barocas et al.,
2007). De facto, a sobrevivéncia livre de doenga aos 5 anos ¢ 43-89% nos carcinomas
de células claras, 57-86% nos carcinomas papilares e 76-100% nos carcinomas
croméfobos (Moch et al., 2000; Amin et al., 2002; Gudbjartsson et al., 2005; Patard et

al., 2005).
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Recorrendo unicamente ao padrdo de alteragdes genéticas na bidpsia aspirativa
ex vivo, ¢ de acordo com o diagrama adaptado de Receuveur et al (2005) (Figura 12),
foi possivel classificar correctamente, com uma especificidade e valor preditivo positivo
de 100%, 42 dos 56 (75%) tumores de células renais que puderam ser analisados por
CGH, correspondendo a 29 de 31 carcinomas de células claras (sensibilidade de 93.5%,
valor preditivo negativo de 93.9%), 8 de 13 carcinomas cromodfobos (sensibilidade de
61.5%, valor preditivo negativo de 90.7%), 4 de 4 carcinomas papilares (sensibilidade
de 100%, valor preditivo negativo de 100%) e 1 de 7 oncocitomas (sensibilidade de
14.3%, valor preditivo negativo de 90.2%). Por outro lado, a andlise de agregagdo
hierdrquica ndo agregou todos os subtipos histologicos de uma forma igualmente
fidedigna, sugerindo que a interpretacdo do analista das alteracdes genéticas mais
relevantes constitui a melhor op¢ao para a classificacdo destes tumores.

Na literatura, de acordo com o nosso conhecimento, o Unico estudo em bidpsias
renais que envolveu citogenética classica ou molecular foi realizado por Barocas et al.
(2007). Estes investigadores efectuaram um diagnéstico morfoldégico e genético [FISH
para os centromeros dos cromossomas 3, 7, 10 e 17, loci para 13q e 21q e BACs
(bacterial artificial chromosomes) para o gene VHL] numa série de 36
CCR/oncocitomas, em material obtido em bidpsia por agulha ex vivo, e compararam
com o diagnoéstico final. O material obtido na bidpsia permitiu um correcto diagnodstico
morfologico e genético em 87% e 68% dos casos, respectivamente (excluindo as
amostras em que ndo foi possivel a andlise por inadequada quantidade/qualidade do
material). Quando o diagnostico morfologico foi reavaliado, dois carcinomas
cromofobos foram reclassificados como carcinomas de células claras por apresentarem
delecdo de 3p, e um carcinoma cromofobo foi reclassificado como papilar por

apresentar trissomia dos cromossomas 7 e 17. No entanto, de dois carcinomas de células
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claras com material insuficiente para analise morfoldgica mas analisaveis por FISH, um
foi correctamente diagnosticado (com delecdo de 3p) e o outro foi incorrectamente
classificado como papilar (por ndo apresentar delecdo de 3p mas sim trissomia 7 ¢ 17).
Contudo, a combinagdo das analises morfoldgica e genética resultou num aumento do
numero de casos correctamente classificados de 87% para 94%.

Existe a necessidade da combinagdo de uma analise genética ao diagndstico
histopatologico para uma classificagdo mais fidedigna dos tumores de células renais,
ndo s6 no que diz respeito a tumor benigno vs maligno mas também para identificagdo
do tipo de neoplasia. O estudo de Barocas et al., no entanto, revela uma limitagdo do
diagnostico genético recorrendo ao FISH uma vez que ha perda de informagao sobre as
regides do genoma ndo testadas. A CGH tem a vantagem de analisar todos os
cromossomas ao mesmo tempo, possibilitando a identificacdo do perfil genético global
do tumor. Mesmo perante a eventual auséncia da alteragdo genética primdria, o padrdo
caracteristico de alteragcdes cromossomicas secunddrias pode permitir o diagndstico
diferencial. O presente estudo demonstra que a analise por CGH de bidpsias aspirativas
¢ possivel e que € superior a andlise por FISH com sondas especificas no diagnostico de

tumores de células renais.

3 — Padréo de alteragfes geneticas em tumores de células renais

3.1 - Carcinoma de células claras

A analise por CGH nos dois tipos de amostras detectou, no grupo de casos
geneticamente anormais, a perda de 3p caracteristica do carcinoma de células claras em
92% dos casos, o que é superior ao encontrado na generalidade dos estudos por CGH

(61-63%, Jiang et al., 2000; Reutzel et al., 2001). Foram ainda encontradas alteracdes
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cromossomicas secundarias caracteristicas, tais como perdas de 8p, 14q e Y e ganhos de
2q, 5p, 59, 7p, 7q e 12q.

Trés casos sem dele¢do de 3p apresentaram alteracdes cromossdmicas distintas
dos eventos secundarios anteriormente descritos no CCRcce, sugerindo tratarem-se de
uma entidade genética a parte. Um caso ndo apresentou alteragdes por CGH, podendo
eventualmente ter alteracdes genéticas abaixo do limiar de resolugdo desta técnica.

A frequente delecdo de 3p nos carcinomas de células claras sugere a existéncia
de genes supressores tumorais ai localizados com relevancia para a carcinogénese destes
tumores. Foi encontrada perda de heterozigotia em carcinomas de células claras
esporadicos em trés regides, 3pl12~14, 3p21~22 e em 3p25~26 (Van den Berg et al.,
1997). Em 3p25~26 o gene supressor tumoral mais relevante ¢ o VHL. Em 3p12~14 sdo
varios os genes candidatos, nomeadamente o FHIT (Julicher et al., 1999, Dreijerink et
al., 2001). Existem outros genes candidatos a um papel relevante, tais como DRRI em
3p21.1 (Wang et al., 2000), o RASSFIA em 3p21.3 (Dreijerink et al., 2001), e o
TGFpBR-II em 3p22 (Ramp et al., 1997; Kundu ef al., 1998).

E ainda desconhecido qual o gene ou genes alvo do ganho de 5q, presente em
69% na nossa série. Diversos genes relacionados com o crescimento ou proliferacido
celular encontram-se localizados nesta regido, nomeadamente os genes PDGFRp,

CSFIR, FGF1,IL9, CDC25 e CDC25C (Yang et al., 2000).

3.2 — Carcinoma cromofobo
Oito dos 13 carcinomas cromo6fobos apresentaram um padrdo de alteragdes por
CGH compativel com este subtipo histologico, trés apresentaram cariotipo normal e os

dois restantes pequenas alteracdes nao caracteristicas deste subtipo tumoral.
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Para além de monossomias caracteristicas deste subtipo tumoral (dos
cromossomas 1, 2, 6, 10, 13q, 17 e X), detectaram-se ganhos de 7, 8, 11, 12q, 15q e 18q
(70% cada), 3p, 4, 9, 14q, 16q, 18p e 20 (60% cada), 3q, 5q, 12p, 16p, 19, 21q e 22q
(50% cada), 5p (40%), 2p e 13q (30% cada) e 2q e 10q (20% cada). A aparente
complexidade destes cariotipos € em parte explicada como um reflexo da ploidia do
tumor, uma vez que os ganhos relativos podem resultar quer da presenca de duas copias
de certos cromossomas num tumor hiper-hapléide ou de quatro copias desses mesmos
cromossomas apos poliploidizacdo (geralmente resultando em hiper-triploidia) (Kovacs
et al., 1988; Gerharz et al., 1995, Bugert et al., 1997).

Carcinomas cromofobos com caridtipo normal representam uma minoria dos
casos na literatura. Speicher et al. (1994) obtetiveram dois casos normais num total de
19 casos analisados por CGH, enquanto Igbal ef al. (1996) encontraram dois casos
normais em oito por citogenética classica. Por outro lado, Brunelli et al. (2005)
reportaram dois casos sem alteragdes numéricas num total de 19 estudados por FISH

recorrendo & combinagdo de sondas centroméricas para os cromossomas 1,2, 6, 10 e 17.

3.3 — Carcinoma papilar

Na série de cinco carcinomas papilares foram encontrados ganhos de
cromossomas caracteristicos deste subtipo histologico (3, 7, 8, 12, 16, 17 e 20) e ainda
dos cromossomas 2, 10, 13q e 18. Adicionalmente, alguns casos apresentaram perdas
dos cromossomas 1, 10p, 14q, 15q e Y.

A partir do estudo de Bell (1950) o tamanho do tumor passou a ser considerado
como critério para diferenciar benigno de maligno, apesar de alguns pequenos tumores
terem capacidade de metastiza¢do. Baseado no facto de ter sido descrito que carcinomas

papilares apresentam ganhos dos cromossomas 7, 12, 16, 17 e 20 e que os adenomas
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apresentam apenas ganhos nos cromossomas 7 ¢ 17 e perda do Y, surgiu a ideia que a
aquisicao de trissomias adicionais de diferentes cromossomas leva a transformacao do
adenoma em carcinoma. Estes estudos incluiram muito poucos tumores com tamanho <
5 mm de didmetro devido a dificuldade da andlise por citogenética classica (Dal Cin et
al., 1989; Kovacs et al., 1991, Brunelli ef al., 2003).

O ganho do cromossoma 7 nem sempre apareceu associado com o ganho do
cromossoma 17, mas surgiram sim combinag¢des de ganhos de cromossomas dentro do
grupo dos frequentemente afectados nos carcinomas papilares, tal como descrito
anteriormente por varios autores [nomeadamente por Henkle e Erbersdobler (2002) e
Gunawan et al., (2003)].

Mutagdes do gene MET (7q31) presentes no CCRp hereditario estdo descritas
em apenas uma pequena percentagem de casos de CCRp esporadico. Schmidt et al.
(1999) obtiveram 13% de CCRp esporadicos com mutagdo deste gene. Kovacs et al.
(1993), através da citogenética classica, obtiveram trissomia 7 em 95% dos casos. Estes
dados sugerem que a trissomia do cromossoma 7 nem sempre estd associada a presenca

de mutacdes do gene MET.

3.4 — Oncocitoma

Dos oito oncocitomas analisados apenas dois eram geneticamente anormais,
incluindo as tipicas perdas de 1p e ganho de 11q. O caridtipo normal pode reflectir a
presencga de translocagdes balanceadas ou a presenca de alteracdes genéticas abaixo do
limiar de resolucdo da CGH, mas também pode ser um resultado influenciado por
contaminagdo da amostra com células normais.

Fuzesi et al. (2005) sugerem a existéncia de trés subgrupos dentro dos

oncocitomas, um sem alteracdes detectdveis por citogenética classica, o segundo
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caracterizado por perdas de 1/lp como evento primario, seguidas de perda dos
cromossomas Y ou 14, e um terceiro grupo com translocag¢des envolvendo 11q13.

Foi encontrada perda de 1/1p em oncocitomas por diversos autores (Brown et
al., 1996; Presti et al., 1996; Thrash-Bingham et al., 1996; Herbers et al., 1998; Junker
et al., 2000), sugerindo a existéncia de genes supressores tumorais localizados em 1p,
ndo tendo ainda sido encontrada nenhuma regido envolvida em particular. A perda
adicional do cromossoma 14 sugere que se trata de um evento secundario (Presti et al.,
1996; Junker et al., 2000; Fuzesi et al., 2005).

Alteragdes envolvendo 11ql13 foram descritas por diversos autores como um
subgrupo de oncocitomas. Foram encontradas numerosas translocagdes envolvendo as
bandas 9p23 (Walter et al., 1989; Fuzesi et al., 1994; Neuhaus et al., 1997), 5935
(Presti et al., 1991, Sinke et al., 1997, Jhang et al., 2004), 4q12, 9922 e 9q32 (Fuzesi et
al., 1998) e 6p21, 7qll e 1pl3 (Jhang et al., 2004). Em 11q13 localiza-se o gene
CCNDI (também conhecido por PRADI e BCLI) responsavel pela regulagdo do ciclo
celular. A sobreexpressdo de CCNDI ¢ uma das alteragdes genéticas mais comuns no
desenvolvimento neoplasico, incluindo doengas hematoldgicas, carcinoma da mama e
carcinoma espinocelular (Lammie et al., 1991). Lin ef al. (1998) sugeriram a existéncia
de sobreexpressdo de ciclina D1 em aproximadamente 50% dos oncocitomas. Por outro
lado, Jhang et al. (2004) encontrou sobreexpressdo em apenas 3 de 5 casos com uma
transloca¢do envolvendo 11ql3, sugerindo a existéncia de outros genes alvo nesta

regido.
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4 — Heterogeneidade genética intratumoral

A heterogeneidade intratumoral passa muitas vezes despercebida pois
normalmente apenas se analisa uma amostra por neoplasia. Neste estudo foi efectuada
uma comparacdo entre o resultado da CGH na bidpsia aspirativa com o de um
fragmento de tecido tumoral, tendo sido encontrada heterogeneidade genética
intratumoral em sete dos 62 casos em que foi possivel estabelecer uma comparagdo
(todos eles carcinomas de células claras). No entanto, a heterogeneidade intratumoral
pode estar subestimada neste estudo visto que a CGH nao detecta clones relativamente
pequenos nem alteragdes cromossomicas equilibradas (Teixeira et al., 1996, 2001).

Em seis dos sete casos houve evidéncia de progressdo tumoral focal, com
alteracdes genéticas adicionais apenas numa das amostras. No caso restante verificou-se
progressdo clonal divergente nas duas amostras. De salientar que a heterogeneidade
intratumoral encontrada nao afectou o diagndstico genético destes carcinomas de células
claras, uma vez que a delecdao de 3p foi detectada sempre em ambas as amostras ¢ a

divergéncia clonal envolveu apenas alteragdes cromossdmicas secundarias.
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Conclusido

As principais conclusdes deste trabalho sdo:

1.

E possivel obter informagdo gendmica global por CGH na maioria (83%) das
bidpsias aspirativas de tumores renais.

E possivel realizar o diagnéstico genético por subtipo histologico em 75% das
bidpsias aspirativas de tumores de células renais com especificidade e valor
preditivo positivo de 100%. A sensibilidade e o valor preditivo negativo sao de,
respectivamente, 93.5% e 93.9% para carcinomas de células claras, 61.5% e
90.7% para carcinomas cromofobos, 100% e 100% para carcinomas papilares e
14.3% e 90.2% para oncocitomas.

Os resultados obtidos por CGH em bidpsia aspirativa sdo globalmente
compativeis com os do fragmento de tecido tumoral, sendo que a
heterogeneidade intratumoral encontrada em 12.5% dos tumores de células
renais ndo afecta o diagndstico genético.

A analise genética por CGH contribui para uma classificacdo mais fidedigna de
tumores de células renais (quer em pecas de nefrectomia quer em bidpsias
aspirativas), possibilitando a obtengdo de um diagnostico mais preciso antes de

qualquer decisdo terapéutica.
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	Ras association domain family member 1 gene
	A classificação histológica das neoplasias epiteliais do rim era tradicionalmente baseada no tipo de célula do nefrónio a partir da qual se originam (carcinomas de células claras, cromofílicos, cromófobos) e no seu padrão de crescimento (papilar, não papilar). No entanto, a sobreposição de características morfológicas origina problemas de diagnóstico diferencial num pequeno, mas significativo, número de tumores renais, mesmo em mãos de patologistas muito experientes usando peças de nefrectomia. Recentemente foi proposta a classificação de Heidelberg, baseada nas características citogenéticas das células neoplásicas.

