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RESUMDPO

Objetivo: avaliar a frequéncia de delecdo do gene PTEN no carcinoma de células renais e o impacto da delecdo nas taxas de
sobrevida global e livre de doenca. Métodos: foram analisados 110 pacientes portadores de carcinoma de células renais submetidos
a nefrectomia radical ou parcial entre os anos de 1980 e 2007. Em 53 casos foi possivel a andlise do gene PTEN pelo método de
hibridizacdo in situ fluorescente através da técnica de “tissue microarray”. Para a andlise estatistica, os pacientes foram classificados
em dois grupos, de acordo com a presenca ou auséncia de delecdo. Resultados: o tempo médio de seguimento foi de 41,9 meses.
Delecéo hemizigdtica foi identificada em 18 pacientes (33,9%), ao passo que delecdo homozigética esteve presente em trés (5,6%).
Em aproximadamente 40% dos casos analisados havia delecdo. Monossomia e trissomia foram detectadas, respectivamente, em
nove (17%) e dois pacientes (3,8%). Em 21 pacientes (39,6%), a andlise por hibridizacao in situ do gene PTEN foi normal. Nao houve
diferencas estatisticamente significativas nas taxas de sobrevida global (p=0,468) e livre de doenca (p=0,344) entre os pacientes
portadores ou nao de delecdo. Foram fatores independentes para a sobrevida global: estaddio clinico TNM, sintomatologia ao
diagnostico, alto grau de Fuhrmann performance status (Ecog) e recorréncia tumoral. A livre de doenca foi influenciada unicamente
pelo estadio clinico TNM. Conclusao: delecao do gene PTEN no CCR foi detectada com frequéncia de aproximadamente 40% e sua
presenca nao foi determinante de menores taxas de sobrevida, permanecendo os fatores prognésticos tradicionais como determinantes
da evolucdo dos pacientes.

Descritores: Delecao de genes. PTEN Fosfo-hidrolase. Hibridizacdo in situ fluorescente. Carcinoma de células renais. Taxa de

sobrevida.

INTRODUCAO

O carcinoma de células renais (CCR) classifica-se entre
as dez neoplasias mais frequentes nos EUA'. Apesar
do aumento no diagnostico de tumores renais cada vez
menores e assintomaticos, cerca de 30% dos pacientes
apresentam metastases ao diagnostico e outros 30% iréo
desenvolver metastases durante o curso da doenca, mes-
mo com ela localizada'*.

Fatores biomoleculares tém sido estudados para
auxiliar no estadiamento clinico e patoldgico, identifican-
do diferentes genes e proteinas capazes de predizer o risco
de progressdo ou morte pela doenca e identificar os paci-
entes que possam ter melhor resposta a tratamentos base-
ados nestas alteracbes moleculares presentes?.

Entre os genes estudados destaca-se o PTEN
(phosphatase with tensin homology deleted in chromosome
10) que é um gene supressor tumoral localizado no
cromossomo 10923 e que pode ser inativado em decorrén-

cia de mutacoes e delecbes em diversas neoplasias sélidas?.
No CCR, a presenca de delecdo ou mutacdo do PTEN, as-
sim como a hipoexpressao imunohistoquimica, associam-se
ao fendtipo invasivo e metastatico da neoplasia?“.

O objetivo deste estudo é analisar o gene PTEN
através de tissue microarray (TMA) pela técnica de
hibridizacao in situ fluorescente, determinando a frequéncia
de delecdo, e o impacto da delecdo nas taxas de sobrevida
global e sobrevida livre de doenca (SLD).

METODOS

Foram avaliados retrospectivamente 53 pacien-
tes portadores de carcinoma de células renais, metastaticos
ou nao ao diagnostico, e submetidos a tratamento cirlrgi-
co exclusivo da neoplasia renal, entre 1980 e 2007. A pes-
quisa de hibridizacdo in situ fluorescente do gene PTEN foi
realizada inicialmente em 110 pacientes que constavam
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no TMA; porém, somente em 53 amostras (48,2%) foi
possivel analisar a reacdo proposta. Diferentes fatores, como
a presenca de artefatos na lamina obtida do TMA ou a
insuficiéncia celular, foram determinantes para que ndo
ocorresse a reagao proposta.

A classificacdo de Fuhrman et al.° foi utilizada,
sendo que tumores graus | e Il foram considerados como
tumores de baixo grau e os graus Ill e IV como de alto
grau. Para definicdo do subtipo histolégico, foi utilizada a
classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude'™. Os pa-
cientes foram analisados em dois grupos: estadio | e Il
(doenca localizada) versus Ill e IV (doenca localmente
avancada ou metastatica) de acordo com o TNM 2004,
As taxas de sobrevida foram calculadas pela técnica de
Kaplan-Meier e as comparacoes entre elas pelo teste do
Log Rank. Para a andlise multipla das sobrevidas foi em-
pregado o modelo de riscos proporcionais de Cox. Para a
analise da SLD, pacientes portadores de metastases ao
diagnostico ou com margens cirdrgicas positivas, foram
excluidos do estudo.

Tissue microarray (TMA)

Os 53 tumores designados por seus nimeros de
registro de laudo anatomopatolégico correspondentes, pre-
viamente selecionados e classificados, foram incluidos na
construcdo de um bloco-receptor de parafina de TMA
(Beecher Instruments, Silver Spring, MD), a partir de amos-
tras colhidas do bloco-doador original, com agulha de Tmm
de diametro (TMArrayer punch MP10-1,0mm), ap6s a pré-
via escolha e marcacao de area representativa da neoplasia,
a partir da lamina de hematoxilina e eosina original.

Foram realizadas puncoes em duplicata (dois
fragmentos de cada caso) do bloco de parafina doador e
do receptor, contendo assim, duas areas diferentes da
neoplasia em cada caso. Cortes histoldgicos com 3 a 4 de
espessura do bloco de parafina receptor também foram
efetuados, até todo o seu desgaste, obtendo-se um total
de 110 laminas numeradas sequencialmente a partir de
01. Para representar de maneira mais significativa a
heterogeneidade tumoral, foram utilizadas mais de uma
lamina com amostras em duplicada.

Hibridizacdo in situ fluorescente

A pesquisa de alteracdes estruturais ou em rela-
¢a0 ao numero de cromossomos ocupando o locus foi rea-
lizada mediante reacoes de hibridizacao in situ fluorescen-
te através de um probe de 368kb com afinidade especifica
para a regiao 10923 do cromossomo 10, contendo
sequéncias que identificam as porcdes 5’ e 3' do gene
PTEN. O gene PTEN foi considerado normal pela presenca
de dois sinais vermelhos (10g23/PTEN /ocus) e dois sinais
verdes (CEP 10).

A presenca de delecdo hemizigética foi definida
guando um dos alelos estava alterado parcial ou comple-
tamente, estando o gene selvagem presente, ou seja, quan-
do havia mais de 24% do tumor contendo somente um

locus do gene PTEN e pela presenca do sinal no controle.
A delecdo homozigdtica foi definida na leitura das lami-
nas, quando estavam ausentes os locus do gene PTEN e
estava presente o sinal do grupo controle em mais de 30%
das células.

Em relacdo ao numero, definiu-se trissomia quan-
do além da presenca dos dois cromossomos e seus respec-
tivos alelos, havia um cromossomo a mais, ou seja, duran-
te leitura havia mais de 15% do tumor contendo trés locus
PTEN e pela presenca de trés sinais no controle. A
monossomia foi definida, quando estava presente apenas
um cromossomo ocupando o /ocus 10 e havia a leitura
mais de 23% de tumor contendo um sinal no locus PTEN e
pela presenca de um sinal no controle.

Para a analise estatistica da sobrevida global e
sobrevida livre de doenca, dois grupos de pacientes foram
definidos de acordo com os resultados obtidos a reacao de
hibridizacao in situ fluorescente. Os pacientes que demons-
traram delecdo hemizigdtica, homozigdtica ou monossomia
a hibridizacdo, foram considerados no grupo de delecao.
Reacdo de hibridizacdo in situ com achados de trissomia
ou normalidade, definiram o outro grupo como sem
delecdo.

RESULTADOS

A média de idade foi 54,9 anos, predominando
pacientes do sexo masculino (61,8%). Ao término do estu-
do, havia 68 pacientes (61,8) vivos e sem doenca, sete
(6,4%) vivos com doenca, 35 6bitos (31,7%) e quatro pa-
cientes (3,6%) perdidos de vista. A tabela 1 demonstra os
principais fatores epidemiolégicos, clinicos e
anatomopatolégicos dos 110 pacientes analisados.

Entre as amostras positivas para delecdo, 18
(33,9%) demonstravam delecao hemizigética e 3 (5,6 %)
delecdo homozigotica. Em 21 amostras (39,6%) nao foi
encontrada delecdo do PTEN. Monossomia e trissomia do
gene foram detectadas em 11 amostras (20,7%), sendo
nove casos de monossomia (17%) e dois de trissomia
(3,8%). Entre as 53 amostras positivas para o Fish, 30
(56,6%) apresentavam delecdo e 23 (43,4%) nao apre-
sentavam. A figura 1 demonstra os achados a reagdo de
hibridizacéo in situ por fluorescéncia.

As taxas de sobrevida global em cinco anos nao
foram influenciadas pela presenca ou auséncia de delecéo,
e foram respectivamente de 75,7% e 82,8% (p=0,468).
Assim como a sobrevida global, ndo houve diferencas es-
tatisticamente significativas quanto a presenca ou ausén-
cia de delecao em relacao a sobrevida livre de doenca e
respectivamente de 70,3% e 84,7% (p=0,344), embora
se tenha observado tendéncia de maior sobrevida global e
sobrevida livre de doenca para os pacientes que ndo apre-
sentaram delecdo a reacdo de hibridizacdo in situ. A figura
2 demonstra a curva de sobrevida global de acordo com
hibridizacdo in situ do PTEN.
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Tabela 1 - Varidveis epidemioldgicas, clinicas e anatomopatolégicas dos 53 pacientes analisados.
Variavel Categoria N %
ECOG 0 84 76,4
1-2 26 23,6
Metdstase ao diagnéstico Nao 94 85,5
Sim 16 14,5
Sintomatologia ao diagnéstico Nao 66 60
Sim 44 40
Grau Fuhrman Baixo grau 65 59,1
Alto grau 45 40,9
EC TNM 2004 lell 68 61,8
e IV 42 38,2
Recorréncia tumoral Nao 79 71,8
Sim 31 28,2
Pela analise multipla, a sobrevida global dos DISCUSSAO

pacientes foi influenciada, independentemente, pelas se-
guintes variaveis: estadio clinico IV (HR=7,095; p=0,011),
ECOG 1 e 2 (HR=0,28; p=0,01), sintomatologia ao diag-
nostico (HR=3,380; p=0,037), alto grau de Fuhrman
(HR=2,421; p=0,057) e recorréncia tumoral (HR=3,380;
p=0,029). A sobrevida livre de doenca foi influenciada uni-
camente pelos estadios clinicos Il e Il (HR=4,34 e 12,85;
p=0,02 e 0,01, respectivamente).

Figura 1 -

A) Monossomia do cromossomo 10 identificada pela
presenca de um sinal vermelho (10q23/TEN locus) e
um sinal verde (CEP 10), B) representacdo normal do
gene PTEN pela presenca de dois sinais vermelhos
(10923/PTEN locus) e dois sinais verdes (CEP 10); C)
representacdo de delecdo hemizigdtica pela presen-
¢a de um sinal vermelho (10q23/PTEN locus) e dois
sinais verdes (10q23/PTEN locus), D) trissomia do
cromossomo 10, representada pela presenca de trés
sinais vermelhos (10g23/PTEN locus) e trés sinais ver-
des (CEP 10).

Apesar do uso rotineiro de critérios clinicos e
anatomopatolédgicos na avaliacdo do progndstico de paci-
entes portadores de CCR, muitos desenvolvem metastases
durante o seguimento, demonstrando a necessidade de se
identificar novos fatores capazes de melhor predizer a evo-
lucao destes pacientes'?,

O gene PTEN/MMCA1 esta localizado no
cromossomo 10923, atuando no controle da migracao, pro-
liferacdo e apoptose celular, agindo por mecanismo de
“down regulation” do PI3K (phosphatidylinositol 3-OH
kinase) e da proteina Akt. No CCR, a hipoexpressdo
imunoistoquimica do PTEN tem sido associada aos tumo-
res de alto grau e a menores taxas de sobrevida'’.
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Figura 2 - Curva de sobrevida global de acordo com hibridizacao

in situ do PTEN.
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A técnica de hibridizacdo in situ fluorescente
permite a avaliacdo de genes mediante a adicdo de son-
das especificas marcadas com material fluorescente, iden-
tificando alteracdes numéricas (ganhos ou perdas
cromossomais, amplificacdes, delecoes) ou alteracdes es-
truturais (translocacdo), demonstrando superioridade a ou-
tras técnicas por ndo sofrer influéncia da heterogeneidade
tumoral.

Como limitacdes da técnica, fatores como insu-
ficiéncia celular, concentracdo da sonda, lavagem pos-
hibridizacdo e origem do material emblocado em parafi-
na'?, podem interferir na analise dos resultados, e interfi-
ram nas reacdes de hibridizacdo no presente estudo, cau-
sando a exclusdo de 57 casos, a partir de casuistica inicial
de 110 casos.

Ha poucos estudos na literatura analisando o
status do gene PTEN quanto ha alteracdes gendmicas e
detectadas por hibridizacdo in situ, A metodologia empre-
gada pelos estudos diferem entre si, assim como as
casuisticas sao reduzidas. Neste estudo, foi utilizada a
mesma metodologia proposta por Korshunov et al.” e Ven-
tura et al.'4, utilizando-se de valores de corte superiores
para delecdo homozigdtica, para demonstrar com preci-
S30 0S Casos em que O gene estava realmente ausente a
hibridizacao in situ fluorescente.

Monossomia do PTEN foi encontrada com
frequéncia de 17% e superior a descrita na literatura, cuja
frequéncia chega a 5%"'. Para Speicher et al.’®, a
monossomia no PTEN é um evento raro no subtipo de cé-
lulas claras, mas podendo ser detectada em até 40% ca-
s0s no subtipo cromdéfobo. Assim, a inclusdo de subtipos
diferentes do carcinoma de células claras renais no estudo
pode justificar a maior frequéncia encontrada. Na
metodologia, 0 emprego de um valor de cut-off mais ele-
vado e de 23% para a deteccdo de monossomia, permitiu
a deteccao de casos que realmente apresentavam

ABSTRACT

monossomia, evitando assim a ocorréncia de casos falso-
pOsitivos.

Considerando o CCR, Dal Clin et al."” avalia-
ram através de reacdo de hibridizacdo in situ, a
frequéncia de trissomia do PTEN em 17 amostras de CCR
provenientes de pacientes submetidos a nefrectomias.
Trissomia foi encontrada em cinco pacientes (30%). Nos
53 analisados com a hibridizacao neste estudo, trissomia
foi alteracdo infrequente e presente em somente dois
pacientes (3,8%).

Em 41 amostras analisadas por hibridizacdo in
situ, Presti et al.'®, demonstraram que as anormalidades
cromossdmicas no CCR sdo mais frequentes no cromossomo
3 e que corresponderam a 29% das amostras analisadas.
Os cromossomos 8, 10 e 14q estavam alterados em 20%
dos casos analisados. O impacto da delecdo nas taxas de
sobrevida nao foi avaliado, porém, os autores demonstra-
ram que a delecdo dos genes ndo estava associada aos
tumores de alto grau de Fuhrmann.

Em gliobastoma multiforme, delecdo do PTEN
foi detectada com frequéncia de 61% e determinante de
menor sobrevida global em 44 casos'. Neste estudo, foi
identificado aproximadamente 40% de delecao, observan-
do-se menores taxas de sobrevida global e sobrevida livre
de doenca para os pacientes portadores da alteracao
molecular a hibridizacdo. Considerando as dificuldades téc-
nicas inerentes a reacdo de hibridizacao in situ, casuisticas
maiores sd0 necessarias para poder demonstrar com maior
significancia as diferencas observadas e assim o impacto
negativo da presenca de delecdo do PTEN na evolucdo
dos pacientes portadores de CCR.

Em concluséo, delecdo do gene PTEN no CCR
foi detectada com frequéncia de aproximadamente 40%
e sua presenca nao foi determinante de menores taxas de
sobrevida, permanecendo os fatores progndsticos tradicio-
nais como determinantes da evolucao dos pacientes.

Objective: To evaluate the frequency of deletion of the PTEN gene in renal cell carcinoma (RCC) and its impact on the rates
of overall and disease-free survival. Methods: We analyzed 110 patients with renal cell carcinoma who underwent radical
or partial nephrectomy between 1980 and 2007. In 53 cases it was possible to analyse the PTEN gene by the method of
fluorescent in situ hybridization using the technique of tissue microarray. For statistical analysis, patients were classified in
two groups according to the presence or absence of the deletion. Results: The mean follow-up time was 41.9 months.
Hemizygous deletion was detected in 18 patients (33.9%), while the homozygous one was present in three (5.6%). Deletion
was present in approximately 40% of the analyzed cases. Monosomy and trisomy were detected in nine (17%) and two
patients (3.8%), respectively. In 21 patients (39.6%) the analysis of the PTEN gene by in situ hybridization was normal. There
were no statistically significant differences in overall (p = 0.468) and disease-free (p = 0.344) survival rates between patients
with or without deletion. Factors which were independent for overall survival: TNM clinical stage, symptoms at diagnosis,
high Fuhrmann grade, performance status (ECoG) and tumor recurrence. Disease-free survival was influenced only by the
clinical TNM stage. Conclusion: Deletion of the PTEN gene in RCC was detected with a frequency of approximately 40%
and its presence was not determinant of lower survival rates, the traditional prognostic factors remaining as determinants

of outcome.

Key words: Gene deletion. PTEN phosphohydrolase. In situ hybridization, fluorescence. Carcinoma, renal cell. Survival

rate.
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