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RESUMO

O céancer de mama é considerado uma das principais doencgas potencialmente
letais em mulheres. Atualmente, seu prognéstico é baseado em fatores
histopatologicos e clinicos, sendo que a identificagdo de células tumorais nos
linfonodos axilares € o fator progndstico mais eficaz. O linfonodo sentinela (LNS) é o
primeiro da linhagem linfatica a apresentar células malignas nos canceres de mama
gue metastatizam. Sua positividade é um indicativo para o esvaziamento axilar
completo. Apesar dos avang¢os na bidpsia do LNS, ainda ha um grande nimero de
resultados falso-positivos e falso-negativos. Portanto, a avaliacdo precisa do LNS,
capaz de identificar até o menor foco metastatico, € essencial antes da realizacdo do
esvaziamento axilar. O objetivo principal deste estudo é identificar a presenca de
alteracbes de numero de copias de DNA em diferentes regides do genoma humano
em metastases nos LNS, em comparacdo com os tumores primarios (TP) de mama
correspondentes. Amostras pareadas de TP e LNS foram analisadas através dos
métodos de CGH (30 pares) e CGH-array (10 pares). Para validacdo do CGH-array,
foram realizados os métodos de FISH (genes BP1 e HER2) e PCR em tempo real
para numero de cOpias de DNA (genes AKT1, AKT2, BP1, FGFR2, HER2, PIK3CA e
PTEN). Observamos, por CGH e CGH-array, mais ganhos do que perdas de material
genético. Os principais ganhos, observados por CGH foram em 1p, 1q, 6p, 11p, 16,
17, 18qg, 19, 20, 21 e 22. As perdas cromossOmicas foram observadas
principalmente em 1p, 2q, 44, 6q, 12q, 13q, 189 e Xq. Por CGH-array, as alteragdes
cromossOmicas mais frequentes, incluindo amplificacdes e dele¢bes, ocorreram em
1q, 8q, 10q, 11q, 14q, 16p, 17q, 20q, 21q e Xg. A analise de FISH validou os
resultados de CGH-array em 65% dos casos para o gene BP1 e 55% dos casos
para o gene HER2. A validacdo por PCR em tempo real foi mais concordante para
os genes BP1 (70,1%) e HER2 (64,7%), seguida pelos genes AKT2 (41,2%), AKT1 e
FGFR2 (29,4% cada), PIK3CA (25,0%), e PTEN (11,8%). CGH e ou CGH-array sao
métodos muito sensiveis para a avaliagdo do numero de copias de DNA, podendo
auxiliar na identificacdo de células tumorais no LNS. As alteracdes observadas,
sendo validadas, poderdo ser utilizadas como marcadores moleculares para a
identificacdo de pacientes com cancer de mama com alto risco de desenvolvimento
de metéstases nos linfonodos axilares.

Palavras chave: cancer de mama, linfonodo sentinela, CGH, CGH-array, alteracdes
de nimero de copia de DNA.
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ABSTRACT

Breast cancer is considered a major life-threatening disease in women.
Currently, the prognosis is based on clinical and histopathological factors; the
identification of tumor cells in axillary lymph nodes is the most effective prognostic
factor. The sentinel lymph node (SLN) is the first node in the axilla to harbor
malignant cells in breast tumors with metastasis, and its positivity is an indication for
axillary lymph node dissection. Despite significant advances in the sentinel lymph
node biopsy, there are still a significant number of false negatives results, especially
in the case of micrometastasis. Therefore the accurate evaluation of the SLN, to
identify even the smallest metastatic foci is essential prior to complete axillary lymph
node dissection. In this study, we proposed to characterize the tumor cells present at
the SLN using CGH (Comparative Genomic Hybridization) and array-CGH, global
genomic approaches to identify DNA copy humber changes. Paired cases of primary
breast tumors (PBT) and SLN metastasis were analyzed using CGH (30 pairs) and
array-CGH (10 pairs). Validation of array-CGH was performed by FISH (genes: BP1
and HER2) and Tagman Copy Number Assay (genes AKT1, AKT2, BP1, FGFR2,
HER2, PIK3CA and PTEN). CGH analysis revealed gains of chromosomal regions
involving, most frequently, 1p, 1qg, 6p, 11p, 16, 17, 18q, 19, 20, 21 and 22.
Chromosomal losses were mainly observed in 1p, 2q, 4q, 6q, 129, 13q, 18 and Xq.
Array-CGH analysis detected both amplifications and deletions, affecting mostly the
chromosome regions 1q, 8q, 10q, 11q, 14q, 16p, 17q, 20q, 21g and Xq regions.
Array-CGH end FISH results were concordant for the BP1 gene in 65% of cases and
for HER2 in 55%. Concordance between array-CGH results and by Tagman Copy
Number Assay was higher for genes BP1 (70,1%) and HER2 (64,7%), followed by
genes AKT2 (41,2%), AKT1 and FGFR2 (29,4% each), PIK3CA (25,0%), and PTEN
(11,8%). The assessment of copy number changes in the SLN metastasis using
genomic profiling is a very sensitive method and can lead to the identification of
genomic alterations that can reliably characterize breast tumor cells at the SLN
lesions. Once these alterations are validated, they can be used as potential
molecular markers to identify breast cancer patients at higher risk of developing
axillary lymph node metastasis.

XV



1. INTRODUCAO

Na ultima década uma série de importantes avang¢os ocorreu na clinica do
cancer de mama, contribuindo para a sua deteccdo, diagnéstico e tratamento em
estagios iniciais da doenca. No entanto, o cancer de mama ainda é considerado uma
das principais doencas potencialmente letais em mulheres (ABDUL-RASOOL et al.,
2006). No Brasil, dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimaram, para o
ano de 2010, 489.270 novos casos de cancer, sendo que o de mama € o segundo
mais incidente na populacdo feminina, responsavel por quase 50 mil novos casos
(INCA/MS, 2011).

O cancer de mama apresenta alta heterogeneidade clinica e histopatologica,
sendo dificil a determinacdo dos mecanismos envolvidos nos seus processos de
desenvolvimento e progressdao tumoral. Estudos moleculares tém sido
extensivamente realizados nestes tumores, propiciando a identificacao de alteracdes
gendbmicas especificas e recorrentes. No entanto, o significado e a associacao
destas com os diferentes estagios da progressdao tumoral ainda nao s&o
compreendidos (POLYAK, 2001).

Apesar de muitos estudos, ndo existem marcadores moleculares disponiveis
para predizer com eficacia o estadiamento dos canceres de mama. Atualmente, o
prognéstico da doenca é baseado em parametros histolégicos e clinicos, como a
presenca ou auséncia de metastases em linfonodos axilares, tipo e tamanho do
tumor, presenca ou auséncia de receptores hormonais (para estrégeno e para
progesterona) e do receptor do fator de crescimento epidermal (ERBB2 ou
HER2/neu). Destes, a determinagdo de células tumorais nos linfonodos axilares é o
fator prognostico mais eficaz (LINDAHL et al., 2000), sendo que a presenca destas
confere um alto risco de recorréncia da doenca.

O linfonodo sentinela (LNS) € o primeiro linfonodo da cadeia linfatica axilar a
apresentar células malignas nos canceres de mama que metastatizam. A bidpsia do
LNS é realizada para determinacdo do estadiamento do cancer de mama. A
positividade deste linfonodo € considerada informativa sobre o estado dos demais
linfonodos axilares quanto a presenca de células tumorais e € utilizada como uma
indicacao para a disseccédo axilar completa (VERONESI et al., 2001; GUENTHER et
al., 2003; VERONESI et al., 2003). Entretanto, em alguns casos “‘LNS negativos”,

pode ocorrer a presenca de micrometastases (metastases de tamanho menor que



2mm) ou células tumorais isoladas (ITC), que ndo séo detectadas pelos métodos
tradicionais de analise patologica. Apesar da importancia clinica da presenca destas
micrometastases ou ITC ndo ser completamente definida, estas podem conferir uma
maior taxa (chance) de recidiva tumoral a estes pacientes (HERY et al., 2002; REED
et al.,, 2004; SUSNIK et al., 2004; ZHU et al., 2006). Por outro lado, ha ainda a
presenca de resultados falso-positivos na bidpsia de LNS, onde o esvaziamento
axilar é realizado desnecessariamente em pacientes com baixa probabilidade
(chance) de recidiva.

Devido ao estabelecido valor preditivo da bidpsia do LNS na pratica clinica, é
de fundamental importancia a utilizagdo de métodos sensiveis e precisos para a
deteccdo das células tumorais mamarias neste linfonodo, para que possa-se prever
com seguranca quais 0S pacientes que apresentam risco aumentado de
comprometimento de outros nddulos axilares e, consequentemente, alta taxa de
recidiva.

Neste estudo, nosso objetivo foi caracterizar as células tumorais presentes no
LNS guanto a presenca de alteracbes de numero de cépia de DNA (ou alteracdes
cromossbmicas). Amostras pareadas de tumor primario mamario e metastase no
linfonodo sentinela do mesmo paciente foram analisadas utilizando os métodos de
Hibridizacdo Gendmica Comparativa (CGH) e CGH-array, que permitem a
localizac&o de regides cromossdmicas alteradas em todo o genoma.

A analise de amostras pareadas do mesmo paciente possibilita a
determinacdo do grau de divergéncia clonal e heterogeneidade genética que
caracterizam o processo metastatico, com importancia fundamental ndo apenas para
a melhor compreensdo da sua biologia, mas também como indicativo de um
provavel comportamento clinico mais agressivo do tumor (KUUKASJARVI et al.,
1997a). O grau de resolucdo das técnicas de CGH e de CGH-array fornece
comparacoes detalhadas de alteracdes genéticas em amostras pareadas permitindo
o estudo da progressdo metastatica e podendo auxiliar na elucidagdo dos
mecanismos moleculares que envolvem este processo (FOROZAN et al.,, 1997;
KUUKASJARVI et al., 1997b; REIS-FILHO et al., 2005).

A caracterizacdo das alteracdes cromossdmicas no LNS resultara em um
melhor entendimento da histdria natural e do comportamento biolégico e clinico dos
tumores malignos, sendo de importancia para a aplicacdo de novos fatores

preditivos e progndsticos no cancer de mama. No futuro, espera-se poder limitar a



técnica de bidpsia do LNS e de métodos invasivos e de morbidade como o
esvaziamento axilar, apenas a pacientes com alta probabilidade (chance) de

recorréncia tumoral.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo a teoria monoclonal do cancer (NOWEL, 1976), os tumores se
originam de uma unica célula que adquire diversas mutacdes e potencial proliferativo
ilimitado. Apesar da iniciagdo e progressao tumoral ocorrerem devido a essas
alteracdes genéticas, alteragBes epigenéticas e de microambiente também séo de
grande importancia na tumorigénese (POLYAK, 2007).

As principais alteracfes genéticas observadas no cancer envolvem a
expressdo aumentada de proto-oncogenes, a inativacdo de genes supressores de
tumor, as instabilidades cromossOmicas, as alteragdes nos genes de reparo do DNA,
a reativacdo da telomerase e as alteracdes epigenéticas (FEARON e VOGELSTEIN,
1990).

2.1.Epidemiologia e etiologia dos carcinomas mamarios

Nos ultimos anos um grande namero de pesquisas tem sido desenvolvida em
cancer de mama objetivando um melhor prognéstico para esta doencga, no entanto a
taxa de mortalidade n&o tem sido alterada significativamente (BOYLE et al., 2003). O
cancer de mama ainda é considerado uma das principais doencas potencialmente
letais em mulheres, mesmo com 0s avan¢os no diagnostico, estadiamento, e nos
tratamentos quimio/radioterapicos e cirurgicos (ABDUL-RASOOL et al., 2006).

De acordo com a revisdo de POLYAK (2007), ainda existem diversos
problemas clinicos e de pesquisa basica e aplicada em céancer de mama,
principalmente relacionados a:

e Prevengdo: quem precisa e quando;

e Diagnostico: necessidade de métodos mais especificos e sensiveis;

e Progressao tumoral e recorréncia: quais Sao as causas e como prevé-las;
e Tratamento: quem deve ser tratado e como; e

e Resisténcia a terapia: como prever, prevenir e superar.

A resolucao de todos esses problemas torna-se mais complexa devido ao fato
do céncer de mama ndo ser uma doenca Unica e simples. Estudos baseados em
expressdo génica tém confirmado a heterogeneidade dessa doenca, tanto no nivel
molecular, quanto clinico (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001).



Para o ano de 2010 foram estimados 489.270 novos casos de cancer no
Brasil, sendo que o de mama foi o segundo tipo mais incidente na populacéo
feminina, responsavel por 49.240 novos casos. As estimativas para o ano de 2010
sao de 2.990 casos novos para o Estado do Parana e 730 para Curitiba (INCA/MS,
2011). Dados desse Instituto informam também que em 70% das mulheres o
diagndstico ocorre em estagio avancgado, resultando, consequientemente, numa alta
incidéncia de mortes.

As causas precisas do cancer de mama sao ainda desconhecidas. Porém,
existem alguns fatores de risco que podem conferir susceptibilidade, como: histéria
familial, exposi¢cdo a radiacdo ionizante antes dos 35 anos de idade, exposi¢cédo a
hidrocarbonetos arométicos policiclicos (PAHs) (VAURY et al., 1995), ingestdo de
dieta rica em gorduras, consumo elevado de alcool (PARKIN et al., 2001) e presenca
de doenca proliferativa benigna da mama (INCA/MS, 2011). Os fatores reprodutivos
e hormonais aumentam o risco de cancer de mama em mulheres que apresentam
menarca precoce (antes dos 11 anos de idade) e menopausa tardia (apdés os 50
anos de idade, em média), nuliparidade e idade da primeira gestacdao acima de 30
anos. O risco € elevado devido a exposi¢cao a altas taxas de estrogénio endégeno. O
uso de contraceptivos orais e a terapia de reposicdo hormonal continuam
controversos (PARKIN et al., 2001; COLLINS et al., 2005), ndo se conhecendo o seu
papel real como fatores de risco.

O céancer de mama apresenta uma alta heterogeneidade clinica-
histopatologica, o que dificulta a determinagdo dos mecanismos envolvidos nos
processos de desenvolvimento e progressdao destes tumores. De acordo com o
modelo de progresséo tumoral linear, sugere-se que se inicia com uma hiperplasia
epitelial atipica, seguida por um carcinoma in situ que progride para um carcinoma
invasivo, culminando em um cancer de mama metastatico (BECKMANN et al., 1997)
(Figura 1). No entanto, nem todos os tumores seguem esta ordem de progresséo,
podendo inclusive ndo apresentar todos estes estagios (BALMAIN et al., 2003).
Apesar de descritas alteracdes moleculares relacionadas ao cancer, o significado e
a relacdo destas com os diferentes estagios da progressao tumoral ainda ndo séo
compreendidos (POLYAK, 2001).
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Figura 1: Modelo de progresséo tumoral linear. Esquema da progressédo da estrutura
ducto-mamaria normal, carcinoma in situ, invasivo e metastatico. Os ductos mamarios séo
formados pela membrana basal e uma bicamada de células luminais e mioepiteliais. O
estroma é composto por leucécitos, fibroblastos, miofibroblastos e células endoteliais. No
carcinoma in situ as células mioepiteliais estdo em menor numero, devido a degradacao da
membrana basal, e o nimero de células luminais é maior. A perda de células mioepiteliais e
da membrana basal resulta no carcinoma invasivo, nos quais as células tumorais invadem
os tecidos adjacentes e podem migrar para 6rgdos distantes, levando a formacédo de
metastases.

Fonte: Polyak (2007).

O estadiamento do tumor e o grau de diferenciacdo sdo frequentemente
utilizados na clinica e tém grande importancia na orientacdo do tratamento. O
Sistema TNM de Classificagdo dos Tumores Malignos € o mais utilizado
internacionalmente e se baseia na extensdo anatdbmica da doenca, que considera as
caracteristicas do tumor primario, nos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica
do 6rgdo em que o tumor se localiza, e na presenca ou auséncia de metastases a
distancia (INCA/MS, 2011).

O grau de diferenciagdo histolégica do tumor correlaciona as estruturas
morfolégicas dos tumores com seu grau de malignidade, avaliando a formacéo
tubular, o pleomorfismo nuclear e a atividade mitética, sendo adotado oficialmente
pela Organizacdo Mundial de Saude (SCARFF e TORLONI, 1968). O grau
histoldgico reflete o potencial de malignidade do tumor, indicando maior ou menor
capacidade de metastatizacdo. Os parametros de Scarff, Bloom e Richardson (SBR),
utilizados para classificacdo histoprogndstica, consideram que tumores de grau |
(bem diferenciados) apresentam prognéstico favoravel, de grau Il (moderadamente
diferenciados) apresentam prognostico intermediario e de grau Il (pouco

diferenciados) apresentam pior prognéstico. Esses parametros foram inicialmente



desenvolvidos para os tumores ductais, mas atualmente, sdo aplicados a todos os
tipos histologicos de carcinomas invasivos, exceto para os medulares e carcinomas
in situ (Bloom e Richardson, 1957; Contesso, 1987, citados por RIETJENS e
URBAN, 2007).

Além disso, atualmente, a classificacdo molecular introduzida com os estudos
de expressdo génica (PEROU et al.,, 2000), tem sido utilizada para estabelecer
subtipos moleculares, que diferem quanto a origem e ao perfil de expressao,
estando associados a prognosticos e respostas clinicas diferentes (AHR et al., 2001,
BERTUCCI et al., 2002; HU et al., 2009).

Uma série de marcadores moleculares com potencial prognéstico e
terapéutico foi identificada em cancer de mama. Dentre estes, 0s que se encontram
incorporados na pratica clinica sdo: os receptores de estrogénio (ER) e progesterona
(PR) e o0 oncogene HER2 (fator de crescimento epidermal também conhecido como
ERBB2), que codifica a proteina HER2. Estes marcadores sao rotineiramente
testados em relacdo a sua expressao protéica, devido ao fato de apresentarem
implicacdes terapéuticas diretas. A amplificacdo e expressao protéica aumentada do
gene HER2 ocorre em cerca de 30% dos canceres de mama invasivos (SLAMON et
al., 1987; SESHADRI et al., 1993) e nestes pacientes o tratamento indicado é o
Trastuzumab (nome comercial — Herceptina - Roche), um anticorpo monoclonal que
reconhece especificamente a proteina codificada pelo gene HER2 (TUBBS et al.,
2001). Por outro lado, estima-se que 70% a 80% das pacientes que apresentam
receptores hormonais (ER e PR) positivos responderdo ao tratamento com terapia
hormonal, enquanto que somente 5% das pacientes onde os tumores ndo possuem
nenhuma receptividade hormonal apresentardo esta resposta (Fisher et al., 2005,
citado por RIETJENS e URBAN, 2007). Esse tratamento pode ser realizado com
moduladores do receptor de estrogénio, como o Tamoxifeno, ou inibidores de
aromatase (BUSH, 2007). Ja pacientes com tumores classificados como triplo-
negativos (negativo para a expressao do HER2 e para os receptores hormonais) nao
respondem a estas terapias especificas. Esses tumores normalmente apresentam
um comportamento clinico agressivo, com rapida progressao tumoral e,
consequentemente, conferem um prognéstico desfavoravel a curto prazo (CLEATOR
et al., 2007).

Devido a, geralmente, responderem de forma diversa as terapias existentes, a

melhor definicdo desses subtipos e 0 aumento de conhecimento em relacdo a suas



diferengas biologicas sdo essenciais para melhorar a eficiéncia do tratamento do
cancer. Por meio de pesquisas utilizando métodos de microarrays (PEROU et al.,
2000; SORLIE et al., 2001; 2003), que permitem um agrupamento hierarquico a
partir de dados de expressdo génica organizando os tumores em subgrupos,
passou-se a uma melhor compreenséo destes subtipos e de sua aplicacao clinica.

Alguns subtipos tumorais mamarios apresentam alteracdes genéticas e perfis
de expressdo génica especificos (WANG et al., 2004), em relacdo a reposta a
quimioterapia (TROESTER et al., 2004), sugerindo representarem doencas distintas
(BERTUCCI et al., 2005). Os subtipos sdo os mesmos nos diferentes grupos étnicos,
evidenciando a importancia dessa classificacdo para o0 prognéstico e o
desenvolvimento de novas terapias para o cancer de mama (YU et al., 2004).

Inicialmente, quatro subgrupos moleculares principais de cancer de mama
foram definidos por perfis de expressao génica: grupo HER2+, grupo luminal
(predominantemente tumores ER+ e PR+), grupo tipo basal (basal-like,
predominantemente triplo-negativos) e tipo normal (normal breast-like) (PEROU et
al., 2000). Os tumores de mama do grupo basal, que em geral apresentam pior
prognostico, expressam genes como 0s que sao tipicamente expressos em células
mioepiteliais normais (citoqueratinas 5, 6 e 17). Ja os tumores luminais expressam
preferencialmente genes de células epiteliais, como o gene da E-caderina e das
citoqueratinas 8 e 18 (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2000; TURNER e REIS-
FILHO, 2006).

Estudos subsequentes, realizando um agrupamento com uma maior
resolucdo, permitiram a diferenciacdo do grupo luminal em dois subtipos com
caracteristicas bioldgicas distintas, denominados Iuminal A e B. Tumores
classificados como luminal A apresentam o melhor progndstico entre todos 0s
subtipos de céncer de mama, enquanto os tumores luminal B, que apresentam um
menor nivel de transcritos do receptor de estrogénio, tem um progndstico menos
favoravel (SORLIE et al., 2001; KAPP et al., 2006).

Entretanto, apesar do avanco das técnicas e analises de microarrays
(DRIOUCH et al., 2007; LU et al., 2008), ainda existe uma série de problemas
metodoldgicos e de reprodutibilidade que devem ser resolvidos, antes que o0s
resultados destas pesquisas sejam utilizados na pratica clinica (VIRTANEN et al.,
2008).



Os mecanismos moleculares relacionados a progressdo do cancer de mama
ainda ndo estdo completamente caracterizados. O cancer de mama pode evoluir
para metastases nos linfonodos regionais, em 6rgdos distantes (como pulmdes,
figado e cérebro), ou para ambos os sitios — regional e distante. Metastases em
orgdos distantes sdo as principais responsaveis pela mortalidade e, em conjunto
com a resposta a terapia, determinam a evolucdo clinica na maioria das mulheres
com essa doenca. Os fatores que determinam o potencial metastatico de um tumor,
tanto para os linfonodos como para sitios mais distantes, ndo sdo completamente
conhecidos. Uma das hipéteses em relagcéo ao processo de metastatizacdo mamaria
postula que a metéstase seja resultado de eventos moleculares selecionados em
clones raros de células provenientes do tumor primario. De acordo com essa
hipotese, se esses clones capazes de metastatizar representam uma pequena
fracdo do tumor primario, entdo a predicdo de metastases ndo € eficiente por meio
da analise total do tumor primario. Outra hipétese admite que a capacidade
metastéatica € determinada pela soma de alteracées moleculares que caracterizam a
maioria das células presentes no tumor primario. Nesse caso, a metastase pode ser
prevista e biomarcadores de uso clinico podem ser identificados. Por serem
contrastantes, essas hipoteses continuam sendo alvo de muita pesquisa.

Deste modo, até o momento, ndo existem marcadores moleculares
disponiveis clinicamente para avaliar com eficacia o estadiamento dos canceres de
mama. Atualmente, como ja referido, o prognostico da doenca € baseado em
parametros histolégicos e clinicos, como a presenca ou auséncia de linfonodos
axilares metastaticos, tipo e tamanho do tumor, presenca ou auséncia de receptores

hormonais (ER e PR) e amplificacéo e expressdo aumentada do gene HER2.

2.2.Linfonodos axilares mamarios

A andlise dos linfonodos axilares € o principal fator prognéstico do cancer de
mama e um dos procedimentos mais relevantes para o estadiamento tumoral,
considerando que a presenca de metastases nos mesmos confere um alto risco de
recorréncia (LINDAHL et al., 2000; REINTGEN et al., 2000). De acordo com ERVEN
et al. (2007), 50% das pacientes com envolvimento de linfonodos ao diagndstico

desenvolverdo metastases em sitios distantes em um periodo de 5 anos.
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Diversos estudos correlacionaram parametros clinico-histopatolégicos de
pacientes com cancer de mama com o risco potencial de desenvolver metastases
nos linfonodos axilares. Entre os parametros mais significativos estdo a idade da
paciente, o tamanho e o grau tumoral (BOLLET et al., 2007; HAYES, 2005; FINEK et
al., 2007). Além disso, tumores que apresentam componentes micropapilares e
invasdo linfatica e capilar tém sido associados com um risco aumentado de
desenvolvimento de metastases linfonodais (PETTINATO et al., 2004; COLLEONI et
al., 2007; MARINHO et al., 2008). Apesar de diversos desses parametros serem
considerados bons indicadores da presenca de metastases, eles ndo permitem a
classificacdo dos tumores mamarios de acordo com seu comportamento clinico e
nao predizem seguramente a recorréncia da doenca (CAVALLI, 2009).

A disseccao axilar completa, ou esvaziamento axilar completo, determina um
prognostico eficaz e € um método confidvel de controle de recorréncia, tanto em
pacientes linfonodo positivos como em negativos (Recht et al., 1991; Azelsson et al.,
1992; citados por SAKORAFAS et al., 2000; WRIGHT et al., 2003). Através deste
procedimento é determinada a escolha do tratamento especifico para cada paciente
(SAKORAFAS et al., 2000), o que resulta em uma melhora potencial do tempo de
sobrevida (ORR, 1999). Entretanto, este procedimento também esta associado com
uma alta morbidade comumente com a reducdo da mobilidade do braco, causando
comumente: infeccdo local, dor na regido, seroma e linfedema (REINTGEN et al.,
2000, SAKORAFAS et al., 2000; REITSAMER et al., 2003). Além disso, mais da
metade das pacientes submetidas a disseccdo axilar completa apresentam
linfonodos livres de metastases, sendo, portanto, submetidas a complicacdes e
riscos cirargicos, desnecessariamente (GIULIANO et al., 1997).

Sendo assim, o desenvolvimento de métodos que possibilitem o estadiamento
do cancer de mama, através de procedimentos pouco ou hao-invasivos, €
necessario e pode evitar o procedimento de esvaziamento axilar, diminuindo a
morbidade e aumentando a qualidade de vida da paciente. A biépsia do linfonodo
sentinela vem sendo utilizada neste sentido (GIULIANO et al., 1996; VERONESI et
al., 1999, 2001).
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2.2.1. Linfonodo sentinela (LNS)

O linfonodo sentinela (LNS) € o primeiro linfonodo da cadeia linfatica axilar e,
portanto, o primeiro a apresentar células malignas nos canceres de mama que
metastatizam. A positividade deste linfonodo é informativa sobre o estado dos
demais linfonodos axilares (GUENTHER et al., 2003; VERONESI et al., 2003) e é
utilizada como uma indicacdo para disseccdo axilar completa (GIULIANO, 1996;
BRESLIN et al., 2000; VERONESI et al., 2001). O LNS pode ser identificado no
momento da cirurgia pela injecdo de um corante vital no tumor primario. Esse
linfonodo é entéo dissecado e analisado por um patologista, através de analise pela
coloracdo do material com hematoxilina-eosina (H&E) e de métodos de
imunohistoquimica. Se esta analise revelar a auséncia de células mamarias
tumorais, pode-se admitir que ndo existam metdstases nos demais linfonodos
axilares, indicando que o tumor mamario esta possivelmente limitado ao seu sitio
primario. Por outro lado, a presenca de metadstases no LNS sugere o
comprometimento dos outros linfonodos axilares e, portanto, é indicado o
procedimento de disseccéo axilar completa.

No primeiro estudo sobre LNS publicado em cancer de mama, oS mesmos
foram identificados em 65,5% dos procedimentos cirargicos realizados (GIULIANO et
al., 1994). Atualmente, através da utilizacdo de corante vital, os linfonodos podem
ser classificados em positivos ou negativos em 95,6% dos casos, demonstrando que
a aplicacdo deste método poderia evitar as dissec¢des axilares completas
desnecessarias, considerando que na maioria dos casos estes resultados iniciais
coincidiram com os obtidos através da andlise dos submetidos a dissec¢édo axilar
completa. A partir deste dado, a analise do LNS tem possibilitado o estadiamento
anatomopatologico mais preciso do cancer de mama (GIULIANO et al.,, 1995;
ROSSER et al.,, 2000; RAMPAUL et al., 2001). A baixa incidéncia de resultados
falso-negativos (amostras negativas para o LNS, mas com presenca de células
tumorais na forma de micrometastases ou ICT) possibilitou que este procedimento
fosse validado, permitindo a sua introducdo na pratica clinica desde 1994
(GIULIANO et al., 1994, 1997; VERONESI et al., 2003; VIALE et al., 2005; MABRI e
GIULIANO, 2007). Atualmente, existem métodos mais eficazes para a deteccdo de

células tumorais no LNS (como serd analisado no item seguinte), o que vem
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permitindo a reducdo ainda maior da frequéncia de resultados falso-negativos, e
reforcando a capacidade de predi¢cdo de metastases axilares pela analise do LNS.

A andlise do LNS apresenta vantagens em relacdo a procedimentos que
resultam no esvaziamento axilar completo, como uma evidente reducdo nha
morbidade das pacientes (GIULIANO e KELEMEN, 1998, 2000; SCHRENCK et al.,
2000; GOLSHAN et al., 2003; PEINTINGER et al., 2003; KIM et al., 2005; LUCCI et
al., 2007), uma maior eficiéncia na deteccédo de metastases (GIULIANO et al., 1995;
WIDT-LEVERT et al.,, 2003; LEIDENIUS et al., 2004; WEIGELT et al., 2004), e a
obtencdo de informacdes adicionais sobre metastases nos nédulos mamarios
internos (ESTOURGIE et al., 2004).

De acordo com varios estudos, as taxas de recidiva observadas em pacientes
com andlises de LNS negativas, variam de 0% a 1,4%, indicando que estas
fornecem uma informacdo segura, podendo substituir a disseccdo total dos
linfonodos axilares (GIULIANO et al., 2000; ROUMEN et al., 2001; CHUNG et al.,
2002; VERONESI et al., 2003; NAIK et al., 2004; KOKKE et al., 2005; SMIDT et al.,
2005; TAKEI et al., 2007).

Apesar de todos os avangos na técnica do LNS, uma das principais
dificuldades permanece a identificacdo de micrometastases, que séo definidas como
focos metastaticos menores que 2mm de didmetro (HUVOS et al., 1971; REED et
al., 2004; SUSNIK et al., 2004). A presenca de metastases ocultas, micrometastases
ou células tumorais latentes, muitas vezes indetectaveis pelos métodos tradicionais
de analise do LNS, esta associada, de acordo com alguns autores, com uma taxa de
recidiva, em pacientes linfonodo negativas, de cerca de 25% entre 5 a 10 anos apos
o diagnostico (HERY et al., 2002; REED et al., 2004; SUSNIK et al., 2004; ZHU et
al., 2006). Nesse caso, para diminuir a taxa de resultados falso-negativos, novos
protocolos vém sendo testados e sugere-se a utilizacdo conjunta de mais de um
método de analise. Algumas pesquisas também indicam que pacientes com
micrometastase no LNS tém uma maior probabilidade de ter macrometastase nos
outros linfonodos, entretanto isso indicaria apenas uma pequena probabilidade de se
mudar o status do LNS de negativo para positivo (DABBS et al., 2004; GIPPOONI et
al., 2006; CHRISTIANSEN et al., 2008). Outros estudos sugerem que a presenca de
micrometastase no LNS, ou em outro linfonodo, ndo parece mudar o prognéstico
(CHEN et al., 2007; GRABAU, 2008; RUTGERS, 2008). De qualquer maneira, por

ainda ser muito controverso o fato de submeter uma paciente ao esvaziamento axilar
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intra-operatério devido a presenca de uma micrometstase, essa decisdo deve ser
baseada nas caracteristicas clinicas e histopatolégicas do tumor primario (SAHIN et
al., 2008). Essa controvérsia é, em parte, causada pela falta de uniformidade na
avaliacdo do LNS, se tornando dificil a comparacdo de resultados obtidos pelo
emprego de metodologias diferentes. Em relagdo ao tratamento, deve-se oferecer as
pacientes com micrometastases as mesmas opc¢des de pacientes com
macrometastases (MONTAGNA et al., 2009).

Possiveis contra-indicacGes para a biopsia do LNS, incluindo tumores com
tamanho grande e multicéntricos, ja foram desconsideradas. Entretanto, esse
procedimento em pacientes que recebem quimioterapia neo-adjuvante e em
pacientes que tém recorréncia da doenca apds terem realizado a biopsia do LNS e
preservado a mama ainda é controverso. A relevancia clinica da presenca de
micrometastases e células tumorais isoladas continua indefinida, sendo necessarios
estudos adicionais para definir se o esvaziamento axilar completo deve ser realizado
guando o LNS é positivo (GOYAL e MANSEL, 2008).

De qualquer forma, a biopsia do LNS é um procedimento essencial para o
estadiamento do cancer de mama, sendo que a presenca de metastases mamarias
no LNS apresenta grande importancia na deciséo da escolha de terapias sistémicas
e do monitoramento da cirurgia regional. A auséncia de células malignas neste
linfonodo pode evitar intervencBes cirdrgicas desnecessarias, a toxicidade da
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia, reduzindo substancialmente, portanto,
encargos da saude publica (ADBUL-RASOOL et al.,, 2006) e aumentando a
qualidade de vida das pacientes.

Estudos recentes reafirmam a importancia da biépsia do LNS em pacientes
com cancer de mama. WERNICKE et al. (2011) realizaram um seguimento de 10
anos para comparar a sobrevida de pacientes de dois grupos distintos: o primeiro
com tumores de mama em estagio inicial, linfonodo sentinela negativo, tratados com
radioterapia na mama e que nao foram submetidos ao esvaziamento axilar
completo. O segundo composto por pacientes nas mesmas condigbes, porém
submetidos ao esvaziamento. A taxa de sobrevida dos dois grupos estudados foi
similar, mostrando a equivaléncia da realizacdo apenas da biopsia com a do
esvaziamento, reforcando que um resultado negativo na bidpsia do LNS pode evitar

a morbidade associada ao esvaziamento axilar completo.
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Numa andlise clinica, GIULIANO et al. (2011) compararam pacientes com
LNS positivo que se submeteram ao esvaziamento axilar com pacientes LNS
positivo que ndo o fizeram, com o objetivo de avaliar os efeitos do esvaziamento
axilar na sobrevida desses pacientes. Os autores concluiram que apenas o0
tratamento sistémico, com conservacao da mama e dos linfonodos axilares, néo
resultou em uma menor taxa de sobrevida, mostrando que o esvaziamento axilar
completo ndo causou beneficios para as pacientes que o fizeram.

O reconhecimento da complexidade dos tumores vem mudando o tratamento
do cancer de mama, sendo que este esta sendo decidido por uma série de fatores
relacionados ao paciente e ao tumor especificamente. A realizagcdo do esvaziamento
axilar completo vem diminuindo nos ultimos anos, mesmo em casos de pacientes
com linfonodos positivos (RESCIGNO et al., 2009).

2.2.1.1. Métodos de andlise do Linfonodo Sentinela

A metodologia padréo utilizada para a identificacdo de metastases no LNS é a
analise patolégica de material corado com hematoxilina-eosina (H&E). Esta
metodologia, realizada muitas vezes no momento da cirurgia, avalia apenas uma ou
duas secdes do linfonodo, o que representa menos de 1% do mesmo, podendo
determinar uma alta porcentagem de resultados falsos negativos (LIBERMAN et al.,
2000). Alguns centros de patologia analisam seccdes seriadas deste linfonodo, o
que aumenta significantemente a possibilidade de detec¢édo de células tumorais, no
entanto este procedimento, por questdes econbmicas, ndo é possivel de ser
realizado em todos os centros clinicos. Outro método utilizado para aumentar a
detecgdo de micrometastases no LNS, é a imunohistoquimica (IHC), que utiliza
anticorpos contra antigenos epiteliais (citoqueratinas) ou antigenos associados a
tumores (NAHRIG et al., 2000). Segundo DOWLATSHAHI et al. (1997) e WEAVER
et al. (2000), este método tem a capacidade de detectar micrometastases em 10-
20% de pacientes com cancer de mama e linfonodo sentinela negativo.

A utlizacdo destas duas metodologias em conjunto tem propiciado a
identificagdo mais precisa de células tumorais nos linfonodos, reduzindo os

resultados falso-negativos, embora apresentem inconveniéncias para a pratica
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clinica ndo s6 devido ao tempo para obtencdo dos resultados como pela
variabilidade metodoldgica utilizada em diferentes centros de pesquisa.

A introducéo de testes baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
também vem auxiliando numa deteccdo mais sensivel de metastases nos linfonodos
axilares. A RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase - transcriptase reversa) € um
método muito sensivel em que as células malignas sdo detectadas através da
amplificacdo de mRNA tecido-especificos (NEUMAIER et al., 1995). Baseia-se no
fato de que as células tumorais geralmente continuam a expressar marcadores que
séo caracteristicos ou especificos do tecido normal da qual se originaram. Assim, a
expressdo desses mMRNAs tecido-especificos em um local onde esses transcritos
nao estdo normalmente presentes, como nos linfonodos, indica que o tumor se
propagou. Este método tem sido utilizado principalmente em tumores solidos e
também para a deteccdo de células tumorais circulantes e micrometastases na
medula 6ssea (TIMAR et al., 2002). No cancer de mama, muitos estudos utilizaram a
RT-PCR para a deteccdo de metastases em LNS e em outros linfonodos, através de
diferentes marcadores de mRNA. Alguns deles apresentaram falta de sensibilidade,
sendo detectados na mesma freqiéncia em LNS histologicamente positivos e
negativos (BOSTICK et al., 1998; MIN et al., 1998; AIHARA et al., 1999; MANZOTTI
et al., 2001). Outros marcadores apresentaram uma sensibilidade e especificidade
maior, mas ao serem utilizados em painéis (em conjunto), para aumentar a
probabilidade de deteccdo de populacdes celulares tumorais especificas (BOSTICK
et al., 1998; MIN et al., 1998), tiveram sua especificidade substancialmente reduzida
(MANZOTTI et al., 2001). Além disso, varios dos marcadores de mRNA disponiveis
sdo encontrados também nos tecidos linféide e hematoldgico dos linfonodos (KRAG
e WEAVER, 2002).

Entretanto, muitos estudos tém identificado diversos marcadores moleculares
com um significativo potencial progndéstico para o cancer de mama em relacdo ao
risco de metastases axilares e sistémicas, como: HER2, TP53, MMP, MAM, VEGF,
COX2, NM23, entre outros (CAVALLI, 2009). NATHANSON et al. (2006)
observaram que a amplificagdo do HER2 e a expressdao aumentada do mRNA
correspondente sédo capazes de predizer metastases no LNS. BLUMENCRANZ et al.
(2007) realizaram um estudo clinico para detectar durante o procedimento cirlrgico
a presenca de células tumorais no LNS através da andlise dos marcadores da
mamaglobina (hMAM) e da citoqueratina-19 (CK19) por PCR em tempo real.
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Estudos de validacdo utilizando esse método também demonstraram uma melhor
sensibilidade e especificidade quando comparado as técnicas comumente utilizadas
na analise do LNS (JULIAN et al., 2008; VIALE et al., 2008; MANSEL et al., 2009).

Estes métodos apresentam uma alta sensibilidade e baixa especificidade,
principalmente a RT-PCR utilizando os marcadores de mRNA atualmente
disponiveis para a identificacdo de células malignas. Apesar de contribuirem para a
deteccdo de células tumorais mamarias no LNS, geram uma grande frequiéncia de
resultados falso-positivos, o que dificulta a utilizacdo dos mesmos isoladamente na
pratica clinica e, também, ndo permite a deteccdo de micrometastases ou células
tumorais isoladas.

Os métodos para deteccdo de metastases no LNS continuam sendo alvo de
muita controvérsia, pois, apesar dos mesmos possibilitarem uma avaliacdo mais
detalhada sobre as metéstases, para se obter resultados mais precisos seria
necessario analisar um maior numero de espécimes (TURNER et al., 1999;
DOWLATSHAHI et al.,, 2001; VERONESI et al., 2001; MOTOMURA et al., 2002;
FORTUNATO et al., 2007). Esta analise envolveria uma maior agilidade quantitativa
e qualitativa no preparo e analise do material que nem sempre € viavel,
considerando que o mesmo deve ser efetivado durante o procedimento cirdrgico.

Neste sentido, os métodos baseados nos microarrays sdo de grande utilidade,
pois detectam alteracdes ao nivel génico ou de expressdo, em todo o genoma
tumoral e em um Unico experimento. A identificacdo dessas alteracbfes no LNS,
primeiro local de metastatizacdo axilar mamaria, € de grande relevancia por prever o
comprometimento de metastases em outros sitios. No futuro, espera-se detectar
essas alteracfes responsaveis pelo comportamento metastatico na analise do tumor
primario ao diagndstico, podendo-se assim prever quais pacientes apresentam um
alto risco de desenvolver metastases axilares linfonodais, sem a necessidade de se

realizar a biopsia do SLN e/ou o esvaziamento axilar.

2.3.Analise citogenética em tumores mamarios metastaticos

Métodos de citogenética convencional (bandeamento G) (SCHERES, 1972) e
molecular (baseados em FISH — hibridizagdo in situ por fluorescéncia) tém sido

utilizados para o estudo de alteracdes genéticas em lesbes metastaticas mamarias.
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A citogenética convencional fornece informagbes de todo complemento
cromossémico em uma analise celular individual, identificando alteracées genémicas
balanceadas e ndo-balanceadas. Os primeiros estudos citogenéticos em linfonodos
axilares, ultiizaram o bandeamento G, e demonstraram uma associacdo entre
alteracdes cromossdmicas e parametros histopatolégicos do céancer de mama.
Nestes, a analise de tumores primarios de pacientes com metastases nos linfonodos
axilares mostrou principalmente perdas nos cromossomos 17, 19, 21, 22 e X e
ganhos nos cromossomos 9 e 18 (CAVALLI, 2006).

O método de FISH (CREMER et al., 1986) permite a localizacdo de
sequéncias especificas de &cidos nucléicos e foi desenvolvido para substituir
meétodos que utilizavam elementos radioativos (PARDUE e GALL, 1970). Possibilita
0 mapeamento fisico dos genes nos cromossomos, no qual sondas marcadas com
fluorocromos hibridizam em regibes homdlogas especificas e podem ser
visualizadas e identificadas em um microscopio de fluorescéncia. O método permite
a identificacdo e quantificacdo com rapidez e precisdo de cromossomos ou genes
especificos, podendo ser aplicado para a deteccdo de aneuploidias, euploidias,
rearranjos cromossomicos (translocacdes, inversdes), delecdes e duplicacdes
(LEVSKY e SINGER, 2003). Uma grande vantagem deste método no estudo de
canceres esta na possibilidade de se realizar a andlise em ndcleos interfasicos e em
material tumoral parafinizado, o que permite a avaliacdo genotipica e fenotipica da
mesma célula simultaneamente. N&o h4, portanto, a necessidade de cultivo celular e
obtencdo de cromossomos, 0 que é particularmente util para tumores que
apresentam baixo indice mit6tico. No cancer de mama, o FISH tem sido usado na
avaliacdo de alvos moleculares, como genes marcadores. Um exemplo é a
verificagdo da amplificagdo do gene HER2 em adenocarcinomas de mama,
utilizando sondas especificas para este gene, que é um meétodo efetivo como um
marcador prognostico e um determinante para a administracdo de terapia baseada
no anticorpo monoclonal Trastuzumab. Pacientes com amplificacdo de HER2/NEU
apresentam resposta favoravel a esta terapia.

A Hibridizagdo Gendmica Comparativa (CGH - Comparative Genomic
Hybridization) € um método de citogenética molecular utilizado para analisar todo o
genoma, identificando alteracées no numero de copias do DNA (KALLIONIEMI et al.,
1994), devidas a instabilidade genbmica das células cancerosas (DAVIES et al.,
2005). O método permite um screening inicial de alteracbes do numero de copias de
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DNA sem a necessidade de preparacdo de metafases. Consiste na hibridizacéo
simultanea de DNA tumoral (DNA teste) e de um individuo normal (DNA de
referéncia) marcados com fluorocromos diferentes nos cromossomos humanos, que
servem como substrato solido para a hibridizacdo (KALLIONIEMI et al, 1992). Neste
método a Unica amostra necessaria do paciente € o DNA tumoral, o qual pode ser
obtido de amostras tumorais a fresco, congeladas ou até mesmo armazenadas em
parafina.

A metodologia de CGH tem a capacidade de identificar amplificacdes génicas
maiores que 2Mb e delecdes maiores que 10Mb, as quais podem ser detectadas e
mapeadas diretamente nos cromossomos humanos normais (KALLIONIEMI et al.,
1994). A sensibilidade deste método € diretamente relacionada a pureza da
populacdo celular tumoral utilizada no estudo. E comum, desta forma, o emprego
anterior ao método de CGH de técnicas de microdissec¢do celular, como por
exemplo, a Laser Capture Microdissection (LCM), para evitar a contaminacdo da
amostra tumoral com células normais provenientes do estroma, ou de tecidos
normais que circundam o tumor. A CGH, no entanto, apresenta limitacbes: nao
detecta alteracdes que nao envolvam perda ou ganho de material genético, ndo se
observando, portanto, alteracdes cromossdmicas balanceadas, como por exemplo,
translocacdes, inversbes, etc.; e também alteracbes que ocorram em baixa
frequéncia, detectando apenas o clone predominante, ou seja, alteracdes que estédo
presentes em uma grande porcentagem das células tumorais (KALLIONIEMI et al.,
1994; WEISS et al.,1999). ISOLA et al. (1995) foram os primeiros a descrever que
alteracOes genéticas detectadas por CGH poderiam predizer a recorréncia de cancer
de mama em pacientes linfonodos-negativas, ou seja, sem metastases nos
linfonodos. Nesse estudo, pacientes que apresentavam um maior namero de
alteracbes genéticas sofreram recorréncia da doenca, enguanto pacientes com
poucas alteragdes permaneceram “livres” da doenca. Outros estudos confirmaram
essas observacoes iniciais, sendo que pacientes linfonodo-negativas com um maior
namero de alteragBes do numero de copia de DNA apresentaram maior recorréncia
da doenca (AUBELE et al., 2002; CLIMENT et al., 2002; DELLAS et al., 2002;
KARLSSON et al., 2007).

Um método mais recente, CGH-array, tem sido amplamente utilizado em
varios estudos em canceres humanos para a deteccdo das altera¢cdes do numero de
copias de DNA com uma maior capacidade de resolucéo (100-200kb) que o CGH
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convencional. Através deste método, ocorre a caracterizagdo de alteracfes
moleculares ao nivel génico, através de um “mapeamento” de alta resolugdo, que
utiliza um array como suporte solido para a hibridizacdo, de ganhos e perdas em
locos especificos no genoma (PINKEL et al., 1998). A metodologia do CGH-array
segue o principio do método convencional de CGH, onde DNA normal e tumoral sdo
hibridizados simultaneamente em quantidades iguais. No entanto, ao invés de serem
hibridizados em preparag6es metafasicas normais, a hibridizagcdo ocorre em arrays,
0 que propicia um maior poder de resolucdo, permitindo a deteccdo de células com
alteracbes de até uma copia do DNA. As primeiras plataformas de arrays
desenvolvidas eram provenientes de clones gendmicos grandes inseridos em
vetores tipo BACs, YACs ou PACs; clones mais curtos, como em cosmideos e cDNA
foram introduzidos posteriormente (POLLACK et al., 1999). Recentemente, foram
desenvolvidas plataformas contendo oligonucleotideos, que normalmente
apresentam um tamanho de apenas 60 mondmeros, que oferecem uma maior
resolucdo (YLSTRA et al., 2006). E importante ressaltar, no entanto, que assim
como o CGH convencional, o CGH-array nao permite a identificacdo de alteragbes
cromossdmicas balanceadas, onde ndo ha alteracdo do numero de copias de DNA,
permanecendo os métodos de citogenética classica ou FISH e SKY como os mais
apropriados para a detecc¢ao destes tipos de rearranjos (CAVALLI et al., 2003).

Tanto o CGH, como o CGH-array, tem auxiliado na identificacdo de genes
importantes nos diferentes subtipos de cancer de mama, em canceres esporadicos e
hereditarios e também para um melhor conhecimento dos mecanismos de
progressdo do cancer e do processo metastatico (REIS-FILHO et al., 2005; VAN
BEERS e NEDERLOF, 2006; CLIMENT et al., 2007).

Utilizando CGH-array, HAN et al. (2006) analisaram tumores ER+ de
pacientes tratadas com tamoxifeno por pelo menos 1 ano e observaram que
alteracdes nos cromossomos 1p36.33, 11p11.2, 11p15 e 11913.1 eram encontradas
nas pacientes que apresentavam recorréncia da doenca. Em outra andlise,
considerando o envolvimento de linfonodos, foi observado que perdas em 1p36 e
11pl15 eram mais frequientes em pacientes com recorréncia da doenca e linfonodo-
positivas. Outros estudos tém identificado alteracbes de niumero de cépias de DNA
recorrentes em tumores de mama primérios (VAN BEERS e NEDERLOF, 2006;
HAVERTY et al., 2008), tais como ganhos em 8ql1, 1g21,17g11, 20q e 11913, e

perdas em 5q, 6g e 8p. Tumores ER- apresentam maior frequiéncia de perdas em 5q
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e ganhos em 6q do que tumores ER+. Geralmente, entre os segmentos gendmicos
que estdo frequentemente deletados, incluem-se regifes que contém genes
supressores tumorais como 0 CDKN2A e PTEN. Nas regides amplificadas, objetiva-
se identificar “driver genes”, que sao os genes que, quando amplificados, dao uma
vantagem seletiva de crescimento para as células cancerosas.

A introducdo destes métodos de maior poder de resolucdo tem permitido um
grande avanco no conhecimento das alteracdes de numero de copias de DNA que
estdo presentes nos tumores humanos, incluindo o de mama. Os padrées de
alteracdes de numero de copias de DNA podem definir os diferentes tipos de cancer
de mama e alteracdes freqientes em locais especificos nos cromossomos podem
indicar a presenca de genes que sao funcionalmente importantes na carcinogénese.
A identificacdo desses genes pode permitir a caracterizacdo de novas vias
oncogeénicas e levar ao descobrimento de novos alvos terapéuticos. As alteracoes
de namero de copias de DNA também podem ser utilizadas como biomarcadores de

prognadstico e resposta a terapia.

2.3.1. Analises em amostras pareadas

Uma série de estudos, utilizando os meétodos acima citados, tem sido
realizada em amostras pareadas de carcinomas primarios e metastaticos de mama
(PANDIS et al., 1994, 1998; TEIXEIRA et al., 1996, 2002; BERNARDINO et al.,
1997; KUUKASJARVI et al., 1997a, b; NISHIZAKI et al., 1997; CAVALLI et al., 2003;
SANTOS et al.,, 2008). Estes estudos objetivam a analise de similaridades e
diferencas entre as alteragbes presentes no tumor primario e nas lesbes
metastaticas, na tentativa de definir se existem alguns tipos de alteracdes nos
tumores primarios que indiqguem gque as metastases tém uma maior probabilidade de
ocorrerem. A analise genética de amostras pareadas também permite verificar o
grau de divergéncia clonal e de heterogeneidade genética que caracterizam o
processo metastatico, o que € importante para o entendimento da biologia das
metastases e para predizer o comportamento clinico (KUUKASJARVI et al., 1997a) .
As andlises iniciais nessas amostras pareadas, utilizando a citogenética classica,
mostraram em geral, que as lesBes metastaticas apresentam alteracfes
cromossOmicas mais complexas do que as dos tumores primarios. Além disso,

determinadas aberragcbes cromossémicas eram mais freqientes nas metastases,
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enquanto outras ocorriam em ambos 0s grupos, sugerindo que pudessem existir
eventos especificamente associados ao processo de disseminacédo (PANDIS et al.,
1994, 1998; TEIXEIRA et al., 1996).

TEIXEIRA et al. (1996) analisaram, por bandeamento G, 17 carcinomas
mamarios e suas correspondentes lesdes metastaticas. Alteragcbes cromossdmicas
foram descritas em ambos os grupos incluindo: dele¢des nos cromossomos 1, 3, 6 e
7, translocacdo entre os cromossomos 1 e 16, monossomias dos cromossomos X,
18 e 19 e trissomias dos cromossomos 3, 7, 12, 18 e 20. Os autores observaram
que os tumores metastaticos apresentaram um menor nimero de clones anormais,
embora fossem cariotipicamente mais complexos do que 0s primarios, 0 que
concorda com os dados descritos por PANDIS et al. (1994) e ADEYINKA et al.
(2000). Segundo TEIXEIRA et al. (2002), a reducédo do numero de clones nas lesdes
metastaticas € provavelmente conseqiéncia de uma pressdo seletiva a qual sédo
submetidas as células malignas durante a progressdo tumoral, a partir de uma
populacao celular inicial heterogénea.

KUUKASJARVI et al. (1997a), utilizando métodos de CGH e FISH, analisaram
amostras de 29 tumores primarios de mama e suas correspondentes metastases
(localizadas em diversas regides anatdbmicas, incluindo pulm&o, medula éssea,
cavidade abdominal, area supraclavicular, etc.). Em vinte casos foi observado um
padrdo muito semelhante de alteracdes genéticas entre os tumores primarios e suas
correspondentes metastases enquanto que em nove casos foi encontrado um
padrao divergente. Entre as alteracfes observadas em comum nos dois grupos
estudados estdo: ganhos em 1q, 3g26-qter, 6p22, 7p21-qter, 8q, 17922-924, e
perdas em Xp, 8p, 9p, 11gl4-qter, 13cen-ql4, 16q, 17p, e 22g. Ganho na regido
Xql2-g22 foi somente observado no grupo metastatico. Em outro estudo, NISHIZAKI
et al. (1997), empregando CGH, compararam 11 pares de tumores primarios de
mama e suas metastases linfonodais. Em geral, foi observado um maior nimero de
alteracdes cromossdmicas nos linfonodos quando comparado com o0s tumores
primarios, sendo que nos Uultimos observou-se alta frequéncia de regibes
amplificadas. Os autores ainda descreveram que as alteragdes mais comuns,
observadas em ambos os grupos, foram ganhos em 1q, 8q e 17q e perdas em Xp,
6d, 8p, 99, 13q, 16q e 17p.

TSUDA et al. (1999), utlizando FISH, detectaram uma translocacéo

envolvendo os cromossomos 1 e 16 em amostras primarias de cancer de mama,
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sendo que essa alteracdo estava significantemente associada com a n&o recorréncia
da doenga e uma melhor taxa de sobrevivéncia, especialmente quando pacientes
linfonodo-positivas foram consideradas.

POPLAWSKI et al. (2010) também utilizaram CGH-array para analisar 13
amostras pareadas de tumor primério e metastase nos linfonodos axilares de
pacientes com cancer de mama. Nesse estudo, 0s tumores primarios apresentaram
um maior numero de alteracbes do que as metastases, sendo observadas
diferencas entre as lesfes primarias e as metastases correspondentes. As regides
de ganhos mais comuns foram 1q, 8q, 11q, 16p, 179 e 20q, e as de perdas foram
1p, 8p, 11q, 16 e 17p. Além disso, muitas alteracBes descritas jA haviam sido
associadas com uma baixa sobrevida, sugerindo que este € um método viavel para
a identificacdo de marcadores de progressdo da doenca e de novos alvos para o
tratamento.

Os estudos em amostras pareadas se concentram na sua maioria na analise
de tumores primarios e metastases mamarias presentes nos linfonodos ou em sitios
mais distantes (PANDIS et al.,, 1994, 1998; TEIXEIRA et al.,, 1996, 2002;
BERNARDINO et al., 1997; KUUKASJARVI et al., 1997a, b; NISHIZAKI et al., 1997).
CAVALLI et al. (2003) apresentaram as primeiras informacgfes deste tipo de analise
realizada especificamente no linfonodo sentinela. Estes autores apresentaram dados
preliminares de alteracdes cromossémicas em 6 casos de metastases no LNS e em
seus tumores primarios correspondentes. Apesar de nenhuma diferenca significativa
ter sido encontrada entre os dois grupos amostrais quando o numero total de
alteracdes cromossémicas foi comparado quanto a complexidade cariotipica, foram
detectadas algumas alteracdes com maior freqiéncia no LNS, como por exemplo,
perdas em 6013-g23 e 13g13-g32 e ganhos em 9qg31-qgter, 11p15-21, 12g23-qter,
16p e 20gl12-qgter. Num trabalho seguinte do mesmo grupo, SANTOS et al. (2008)
também utilizaram o método de CGH em analises de metastases em 20 LNS e seus
correspondentes tumores primarios. Os autores observaram que as alteragbes
cromossOmicas ndo se distribuiram ao acaso entre 0os casos estudados e que 0s
ganhos de cépias de DNA foram mais frequientes do que as perdas. Foi encontrada
uma correlacao positiva, estatisticamente significante, entre as alteracées do numero
de copias de DNA por cromossomo observadas nos tumores primarios e nas
metastases nos LNS correspondentes. As alteracbes mais frequentemente

detectadas em ambas as lesdes foram ganhos nos cromossomos 1p, 16, 17, 19 e 20
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e perdas em 6q e 13g. Os cromossomos 1, 6, 16 e 20 foram freqientemente
envolvidos nas alteragfes identificadas nas metastases dos LNS. Os autores
concluiram que, mesmo com a divergéncia clonal e a heterogeneidade genética que
caracterizam o processo metastatico, foi possivel identificar um padréo de alteracbes
genéticas que podem controlar este processo.

WANG et al. (2009) utlizaram CGH-array para comparar oS genomas de
tumores de mama primarios com o0s das metastases em LNS e também em
linfonodos mais distantes. Nesse trabalho também foi analisado o perfil genémico de
tumores de mama que nao metastatizaram. Os autores observaram uma alta
similaridade entre os tumores e suas metastases linfonodais correspondentes, assim
como uma similaridade entre as metastases nos LNS e nos demais linfonodos. Os
ganhos mais frequentes nos tumores com metastases linfonodais foram em 5q, 2q,
12q, 2p, 9q e 17q, sendo que ganhos em 17¢g23 e 17924 foram associados com a
presenca de metéstases linfonodais, invasao linfovascular e tamanho tumoral.

As andlises por CGH e CGH-array de amostras pareadas, nos estudos
citados acima e outros (HAN et al., 2006; TORRES et al., 2007; FRIEDRICH et al.,
2008; ), revelaram, em geral, um padrdo similar de alteracdes genéticas no tumor
primario e nos tumores metastaticos, identificando apenas poucas alteracdes
genéticas Unicas as metastases linfonodais, o que contrasta com dados iniciais
obtidos por citogenética classica (PANDIS et al., 1994, 1998; TEIXEIRA et al., 1996).
Os dados de CGH e CGH-array, combinados com a teoria de que apenas um
pequeno numero de células de uma populacao inicial heterogénea no tumor primario
adquire uma capacidade metastatica (ou mutacdes promotoras de metastase),
sugerem que eventos relativamente discretos separam a metastase linfonodal do
tumor primario correspondente (HUNTER e ALSARRAJ, 2009). Desta forma, as
alteracdes genéticas que podem determinar o desenvolvimento de metastases e a
recorréncia do cancer de mama ja estdo, provavelmente, presentes nos tumores
primarios no momento do diagnéstico. E estimado que 60-70% das pacientes ja
apresentam 0 processo metastatico iniciado ao diagnéstico do cancer de mama
(SCHIMIDT-KITTLER et al., 2003).

A caracterizacdo de alteracbes cromossdmicas e de numero de coépias de
DNA presentes no LNS pode identificar eventos genéticos iniciais do processo
metastatico, diferenciando-os dos que ocorrem em sitios metastaticos mais distantes

da mama. A capacidade do método de CGH e de CGH-array em fornecer
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comparacdes detalhadas de alteragBes genéticas em amostras pareadas permite o
estudo da progressdo metastatica e pode auxiliar na elucidagdo dos mecanismos
moleculares que envolvem este processo (FOROZAN et al., 1997; KUUKASJARVI et
al., 1997b; REIS-FILHO et al., 2005).
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia clinica da andlise do linfonodo sentinela na
predicdo de metéastases axilares mamarias e que ndo ha marcadores genéticos
capazes de informar sobre a presenca ou auséncia de metastases no referido
linfonodo, é de importancia que se intensifiguem pesquisas para que este objetivo
seja alcancado. Em particular, estudos investigando detalhadamente as regides
cromossdmicas mais frequentemente alteradas no LNS e nos tumores primarios
correspondentes, pela utilizacdo de métodos com alto poder de resolucdo como
CGH e CGHe-array, podem identificar genes nelas situados com funcdo importante
no desenvolvimento e progressdo das metastases axilares mamarias. Estes genes
(ou seus produtos) poderao ser utilizados como marcadores moleculares auxiliando
significativamente na deteccdo de células tumorais no LNS o que é fundamental
para a predicdo precoce (huma fase inicial) de metastases e da recorréncia da

doenca em pacientes com cancer de mama.
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4. OBJETIVOS
O objetivo principal deste estudo é identificar a presenca de alteracdes de
namero de copias de DNA em diferentes regibes do genoma humano em
metéstases nos linfonodos sentinela, em comparacdo com o0s tumores primarios

correspondentes, utilizando os métodos de CGH e CGH-array.

Objetivos especificos:

1. Obter o perfil geral das alteracdes de numero de copias de DNA detectadas
pelo CGH e pelo CGH-array em cada grupo amostral,

2. Comparar estatisticamente as alteracfes observadas, pelas duas técnicas,
por caso e por cromossomo;
Identificar as alteracbes compartilhadas pelos casos, em ambas as técnicas;
Identificar as alteracbes mais frequentes nos tumores primarios e em
metastases nos linfonodos sentinela pelas duas técnicas;

5. Validar os resultados de CGH-array em genes especificos, utilizando as
técnicas de FISH e de PCR em tempo real para numero de cépias;

6. Correlacionar as alteracbes mais frequentes com a localizacdo de genes

envolvidos na tumorigénese mamaria e suas respectivas funcoes.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.Material

As amostras de carcinomas mamarios e metastases nos linfonodos sentinela
correspondentes foram coletadas no Hospital Nossa Senhora das Gragas e no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana, no
periodo de Janeiro de 2009 a Janeiro de 2010. Foram disponibilizadas 15 amostras
pareadas de TP e LNS correspondentes, provenientes de blocos de tecido
parafinizado fixado em formalina e armazenados nos Laboratorios de Anatomia
Patologica dos referidos hospitais. Os experimentos de CGH, CGH-array, FISH e
PCR em tempo real foram realizados na Universidade de Georgetown, Washington
DC., EUA, sob supervisédo da Dr? Luciane Regina Cavalli e do Dr. Bassem Haddad.
As amostras foram obtidas apdés assinatura do termo de consentimento pelas
pacientes, cujos dados clinicos e histopatoldgicos sdo constantemente atualizados e
podem ser facilmente acessados pelo clinico responsavel (Anexo 1). Este projeto foi
aprovado pela Comissdo Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP), Brasilia, registro
namero 7220, de 20 de fevereiro de 2003 e aprovado pela Comissao de ética (IRB-
Institutional Review Board) da Universidade de Georgetown, registro nimero 2004-
146, de 18 de maio de 2004 (Anexo 2).

5.1.1. Caracterizagcdo da amostra

Foram estudadas amostras parafinizadas de carcinomas mamarios e seus
linfonodos sentinela correspondentes de 15 pacientes do sexo feminino,
caucasoides, ndo aparentados e com idade média igual a 54,00 + 11,16 anos. Das
15 pacientes, duas eram portadoras de carcinoma mamario classificado
histologicamente como carcinoma ductal invasivo grau I, seis de carcinomas ductais
invasivos grau Il e uma de carcinoma ductal invasivo grau lll; trés pacientes
apresentaram carcinoma lobular invasivo. Em trés pacientes néo foi determinado o
grau histologico tumoral. A média do tamanho dos carcinomas estudados foi igual a
3,02 +1,82cm (Tabela 1).
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Tabela 1: Dados clinico-histopatolégicos das pacientes.

Amostra Idade (anos) TT (cm) Patologia GH
1 73 3,0 CDI Il
2 69 1,8 CDI si
3 55 2,5 CLI Si
4 45 4,5 CLI I
5 53 1,8 CDI Il
6 61 8,0 CDI 1]
7 58 2,0 CDI 1]
8 57 3,0 CDI I
9 35 3,2 CTB Il
10 67 1,4 CDI I
11 48 5,5 CDI [l
12 48 0,7 CLI si
13 54 2,9 CDI [l
14 53 3,0 CDI I
15 34 2,0 CDI I

TT:Tamanho do tumor; CDI: carcinoma ductal invasivo; CLI| : carcinoma lobular invasivo;
CTB: carcinoma tubulo-lobular; GH: grau histoldgico; si: sem informacao.

5.2.Procedimentos Técnicos
5.2.1. Microdisseccdao Celular e Extracdo de DNA

Para cada bloco de tecido parafinizado, foi realizado um corte de espessura
de 4um que foi corado pelo método de hematoxilina & eosina (H&E) e
histologicamente examinado para confirmar a presenca de tecido tumoral. Esta
lamina foi utilizada como molde para a microdissec¢cdo do material tumoral em
laminas adicionais, sem corantes, contendo cortes consecutivos do tecido
seccionado imediatamente ao corte anterior e, portanto, igual ao da lamina molde. A
microdissecc¢ao celular nestas laminas foi realizada com o auxilio de uma agulha,
para separacao das ceélulas normais e do estroma, a fim de evitar a contaminacgéo
por células ndo tumorais.

O tecido parafinizado foi tratado com xilol para remoc¢éao da parafina e, em
seguida, tratado com etanol 100% para desidratacdo do material. A extracdo de
DNA foi realizada utilizando-se fenol e cloroformio. Apds a extragdo do DNA, o
mesmo foi analisado em gel de agarose (2%) para determinar a qualidade e foi
quantificado em espectrofotometro.
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5.2.2. Hibridizacdo Gendmica Comparativa (CGH)

O método de CGH foi realizado em 10 casos pareados de TP e LNS, de
acordo com os procedimentos descritos por FIGUEIREDO et al. (1999), com as

seguintes etapas:

Marcacdo por fluorescéncia do DNA teste e DNA controle: Nick Translation
(FEINBERG, 1983) foi realizado para marcar o DNA teste com biotina (Roche,
Indianapolis, IN) e o DNA controle com digoxigenina (Roche), permitindo a
incorporacao de moléculas reporteres de DNA na posi¢cdo dUTP16.

Preparacdo das Sondas: DNA teste e DNA controle foram precipitados na
presenca de Cot-1 (50ug) (Invitrogen, Carsbad, CA) para bloquear as seqiéncias
repetitivas, sendo posteriormente desnaturados a 90°C e hibridizados a 37°C.
Preparo das laminas: As laminas de cromossomos metafasicos de um voluntério
cariotipicamente normal foram submetidas a um pré-tratamento em solucdo de
2XSSC (NaCl/citrato de sodio). Posteriormente, o material foi submetido a solugéo
de desnaturacéo (70% formamida / 30% 2xSSC pH 7.0) a 80°C e desidratado em
uma série de etandis em diferentes concentracdes (70, 90 e 100%).

Hibridizacdo: Foram aplicados 15ul da solugdo contendo as sondas sobre a
preparacdo desnaturada contida na lamina. Essa foi selada e incubada em estufa
por pelo menos 72 horas a 37°C.

Lavagem péds-hibridizacdo: Apds a hibridizacdo, o material foi lavado em solugéo
de 50% de formamida para remocdo de moléculas reporteres (fluorocromos) néo
hibridizados. A seguir, 0 material foi exposto a uma solucéo bloqueadora de ligacdes
nao-especificas durante a deteccéo.

Detecc¢éo: Utilizamos o procedimento de deteccao indireta, contendo as seguintes
solugcdes de anticorpos, marcados por fluorocromos: Avidina — FITC, mouse anti-
Digoxigenina, rabbit anti-mouse — TRITC, biotinylated anti-Avidin e Goat anti-Rabbit
TRITC. A contracoloragéo foi realizada utilizando-se uma solugédo de DAPI e uma
solugdo para evitar a reducdo ou perda da intensidade dos sinais fluorescentes
(antifade).
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5.2.2.1. Obtencéo das Imagens

As imagens do DNA tumoral marcado com FITC (isotiocianato de
fluoresceina), do DNA controle marcado com TRITC (isioticinato de tetrametil
rodamina) e do contracorante DAPI (4'6'-diamidino-2-fenilindol) de pelo menos 20
metéfases de cada hibridizacdo foram captadas com uma céamera CCD (cooled
charge-couple device) (CH250; Photometrics, Tucson, AZ) conectada a um
microscépio Leica DMRBE equipado com filtros Opticos especificos para os

fluorocromos usados TR1, TR2, TR3 (Chroma Technology, Brattleboro, VT).

5.2.2.2. Andlise das Imagens

A avaliacdo quantitativa da hibridizacdo foi realizada usando um software
disponivel comercialmente (Applied Imaging, Pittsburg, PA). A razdo média dos
perfis de CGH foi computada como o valor médio de 5 a 10 imagens obtidas para
identificar as alteracbes no numero de coOpias em todos os casos. Ganhos sao
considerados quando a razdo obtida € maior que 1,25 e amplificacdo quando a
razdo é maior que 1,5. Perdas séo consideradas quando a razdo é menor que 0,75 e
delecdes quando a razdo € menor que 0,5. A interpretacdo dos perfis foi realizada

independentemente por dois observadores.

5.2.3. CGH-array

O meétodo de CGH-array foi realizado em 10 casos pareados de TP e LNS,
utilizando-se a plataforma de arrays (microarranjos) humanos, no formato de 1x 44K
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) contendo sondas especificas para todo
0 genoma humano, baseado no database do HG19 (human genome 19).

Digestao: 3 pug de DNA da amostra tumoral e de referéncia (DNA de um individuo
sem cancer) foram digeridos, utilizando-se as enzimas Alul (10U/ul) e RSal (10U/ul)
por um periodo de 2 horas.

Marcacéo: Foi utilizado o Bioprime Array CGH genomic labeling kit (Invitrogen, Inc).
As amostras tumorais foram marcadas com Cy3 (fluorocromo cianina 3 - verde) e 0s

controles com Cy5 (fluorocromo cianina 5 - vermelho).
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Hibridizacdo: As amostras foram hibridizadas na presenca de Cot-1 DNA e Blocking
Agent (10x) a 65°C, em rotacédo de 20rpm por 40 horas, seguindo-se as instrucoes
do fabricante (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA).

Lavagem: A lavagem foi realizada em camara especial com controle de ozonio.
ApOs essa etapa, os arrays foram escaneados utilizando -se o scanner da empresa

Agilent.

5.2.3.1. Obtencéao e analise das imagens

ApOs a avaliacdo da qualidade de hibridizacdo de cada experimento e
normalizagdo dos dados pelo software Feature Extraction software v9.5 (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA), estes foram analisados pelo software
Genomics Workbench 6.5, Agilent CGH analytics , utlizando-se o algoritmo ADM-2
(threshold de 6.0) e filtros de analise apropriados. Amplificacdes e delecbes foram
consideradas na presenca de um numero minimo de 3 sondas consecutivas, com

valores superiores a log2 (7/6) e inferiores a log2 (5/6), respectivamente.

5.2.4. Hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)

Para a validacdo dos dados de CGH-array em relacdo ao numero de cépias
dos genes BP1 e HER2 utilizamos o método de FISH (alteracbes nestes genes
foram também validadas pelo método de PCR em tempo real, ver préximo item
3.2.5). As hibridizacdes de 10 casos pareados de TP e LNS foram realizadas em
seccOes de tecido em parafina dos pacientes, com sondas construidas
especificamente (a partir de clones de Bacterial Artificial Chromosomes — BACS)
para os genes BP1 e HER2.

Anteriormente a hibridizacdo, o tecido foi desparafinizado com Xilol,
desidratado com etanol 100%, digerido com pepsina por 90 minutos e desidratado
em uma série de etanol (70, 90 e 100%). O material foi entdo desnaturado em
temperatura elevada em 70% formamida/SSC e desidratado com etanol gelado (70,
90, 100%).

As sondas foram preparadas com a presenca de Cot-1 DNA, desnaturadas

por calor e incubadas a 37°C por aproximadamente 1 hora. Apos essa etapa, 0
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material foi hibridizado e a incubacdo foi realizada em camara Umida, a 37°C,
overnight.

Apo6s a hibridizacéo, foram realizadas as lavagens de estringéncia com 50%
formamida e 1xSSC, a 42°C. A deteccédo das sondas foi similar a utilizada para o
CGH.

5.2.4.1. Anélise e contagem dos sinais de hibridizagao

As imagens digitais foram obtidas no microscépio Leica DMRBE (Leica,
Wetzlar, Germany) equipado com filtros O6pticos e uma camera fotografica
(Photometrics, Tucson, AZ). No minimo 100 células em intérfase foram avaliadas em

cada amostra, por dois observadores independentes.

5.2.5. PCR em tempo real

Para a validacdo dos dados de CGH-array em relacdo ao numero de copias
dos genes AKT1, AKT2, BPl, FGFR2, HER2, PI3BKCA e PTEN foi utilizada a
plataforma da Applied Biosystems, através do sistema TagMan copy number assay,
em 9 casos pareados de TP e LNS, seguindo as instru¢cdes do fabricante. Como o
método € baseado em uma reacdo de PCR em tempo real, seréa referido e abreviado
neste trabalho como PCR em tempo real. Nesse sistema s&o usados 3 grupos de
oligonucleotideos: sense, antisense e a sonda de sequéncia especifica ligada a um
fluoréforo e um quencher. A molécula quencher, quando mantida préxima ao
fluoréforo, absorve sua energia e ndo ha emissdo de fluorescéncia. Durante a
amplificagéo, o fluoréforo é liberado e sua fluorescéncia é detectada pelo
equipamento. As curvas de amplificacdo da PCR mostram a quantidade de
fluorescéncia emitida na fase exponencial da amplificacdo, que é entdo utilizada
para calcular a quantidade do material inicial.

Foram realizados ensaios diferentes para cada gene, utilizando-se o gene
RNAse P como controle interno (reference assay). As amostras que néo
apresentaram sinal de fluorescéncia para esse gene controle foram excluidas da

andalise.
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5.2.5.1. Obtencéao e anélise dos dados

Os dados foram obtidos através do software Real-Time PCR System e

analisados pelo CopyCaller™ Software v1.0 — Applied Biosystems.

5.3.Anédlise Estatistica

O teste do qui-quadrado foi utilizado para verificar a casualidade de
ocorréncia das alterac6es do numero de copias de DNA nos tumores primarios e nas
metéstases em linfonodos sentinela e para avaliar a homogeneidade da distribuicéo
das alteracbes nos tumores primarios e nas metastases em linfonodos sentinela.

Para verificar a significancia das diferencas dos quadrados médios dos dados
amostrais foi aplicado o teste de homogeneidade das variancias de Bartlett,
condigéo exigida para a andlise da significancia das diferencas entre as meédias pela
analise da variancia. O Teste t de Student foi utilizado para verificar a significancia
das diferencas entre médias.

O coeficiente de regressao foi utilizado para avaliar o grau de dependéncia do
namero das alteracbes (ganhos, perdas e total de alteracdes, separadamente)
observadas nos tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela
correspondentes.

Todos os testes acima mencionados foram utilizados de acordo com as
férmulas apresentadas por BEIGUELMAN (1988) e o Teste de Duncan, para a
comparacao entre as médias de alteracbes cromossdmicas observadas nos casos
analisados, foi aplicado conforme PIMENTEL-GOMES (1976).

As anadlises estatisticas dos dados obtidos por CGH-array e PCR em tempo
real foram avaliadas pelos programas Genomic Workbench, Agilent (versdo 6.5) e

CopyCaller™ Software v1.0 — Applied Biosystems, respectivamente.
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6. RESULTADOS

Quinze pares de tumor primario (TP) e linfonodos sentinela (LNS)
correspondentes foram disponibilizados para esse estudo e analisados quanto a
alteracdo do numero de cépias de DNA pelos métodos de CGH, CGH-array, FISH e
RT-PCR. Na tabela abaixo, estdo apresentados os numeros de casos analisados
especificamente para cada método. Em alguns casos néo foi possivel a avaliacdo do
namero de coépias de DNA por todos os meétodos, devido a insuficiéncia e/ou

qualidade insatisfatoria do DNA gendmico.

Tabela 2: Casos pareados e técnicas efetuadas.

Casos CGH CGH-array FISH RT-PCR

1 + +

2 + - - -
3 + - - -
4 + + + +
5 + + + +
6 + + + +
7 + + + +
8 + - - -
9 + - - -
10 + - - -
11 - + + +
12 - + + +
13 - + + +
14 - + + +
15 - + + -

+: métodos realizados, -: métodos nao realizados.

6.1.CGH

Foram obtidos resultados na analise de CGH de 10 dos 15 pares amostrais,
sendo que alteragcdes de numero de copias de DNA foram observadas em todos
esses casos (Tabelas 3 e 4). Na Figura 2 esta apresentado o perfil resultante da
analise de CGH de um caso (A) e um esquema (B) ilustrando os critérios de analise
utilizados para ganhos e amplificagbes (barras verdes) e perdas (barras vermelhas)
de material genético.



Tabela 3: Alterac6es cromossdmicas observadas nos tumores primarios, por CGH.
Casos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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C1-CX: Cromossomo 1- cromossomo X; +: ganho; ++: amplificacdo; -: perda



Tabela 4: Alteracdes cromossOmicas observadas nas metastases dos linfonodos sentinela, por CGH.
Casos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 2: Perfil de CGH de um tumor primario (A). B: Esquema de andlise do perfil de
CGH - desvios da barra preta para a direita representam ganhos ou amplificacdes (barras
verdes) e desvios para a esquerda representam perdas (barras vermelhas) de material
geneético.

Fonte: a autora (2011).

Vinte amostras pareadas de TP e metastases nos LNS foram analisadas por
CGH em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa (SANTOS et al., 2008).
Esses dados (Anexo) foram incluidos na analise estatistica dos dados de CGH do

presente estudo, totalizando-se 30 amostras pareadas o nimero amostral final.
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Os resultados das alteracdes cromossdmicas por caso sdo apresentados nas
tabelas a seqguir. As frequéncias, absoluta e relativa, das alteracbes cromossdmicas
por caso, nos 30 tumores primarios analisados estdo apresentados na Tabela 5.
Foram observadas 300 altera¢cées cromossémicas, com uma média de 10,00 + 5,79
alteracdes por caso. Os ganhos de copias de DNA (209) foram mais frequentes do
que as perdas (91) (x %= 46,2; P<0,001, de acordo com a proporcéo esperada de
ocorréncia ao acaso de 1:1), com um numero meédio de 6,97 + 3,55 e 3,03 £ 3,37,
respectivamente. Observou-se que as alteracdes cromossdmicas ndo se distribuiram
ao acaso entre os casos estudados ( x % = 97,20; P<0,001), sendo que os casos 23
e 13 foram os que apresentaram um maior niumero de alteracdes cromossdmicas,
com 16 ganhos e 8 perdas (24 — 8,0%), 8 ganhos e 15 perdas (23 — 7,7%),
respectivamente. Os casos 9 e 22 apresentaram o0 menor numero de alteragdes (2 —
0,67%, em cada caso).

Na tabela 6 estdo apresentadas as frequéncias, absoluta e relativa, das
alteracdes cromossémicas nas metastases nos linfonodos sentinela por caso. Foi
encontrado um total de 256 alteracdes cromossdmicas, com um numero médio de
8,53 + 4,82 alteracBes por caso. Os ganhos de copias de DNA (175) foram mais
frequientes do que as perdas (81) (x %.=34,5;P<0,001 de acordo com a proporcao
esperada de ocorréncia ao acaso de 1:1), com um numero médio de 5,83 + 3,26 e
de 2,70 + 2,29, respectivamente. Da mesma forma de que nos tumores primarios, as
alteracdes cromossOmicas ndo se distribuiram ao acaso nos 30 linfonodos sentinela
analisados (y %2 = 78,92; P<0,001). Os casos 23, com 16 ganhos e 9 perdas (25 —
9,8%), e 30, com 8 ganhos e 7 perdas (15 — 5,9%), apresentaram o0 maior numero
de alteracbes. Quatro casos, 3, 9, 20 e 21, apresentaram apenas 2 alteracdes
cromossomicas (0,8%).

Nos graficos 1 a 3 estdo ilustradas a distribuicdo do numero de ganhos,
perdas e total de alteracdes cromossOmicas observadas nos 30 casos de tumores

primarios e metastases nos linfonodos sentinela, respectivamente.



Tabela 5: Frequéncias absoluta e relativa das alterac6es cromossdmicas, observadas por CGH, em tumores primarios por caso.

C 1 2 3 4 5 6 I 8 9 10

F G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P
TP 2 1 6 0 4 3 5 6 8 2 11 1 11 3 11 0 1 1 8 3
% (10 11 29 0 19 33 24 66 38 22 53 11 53 33 53 0 05 11 38 33
TG 3 6 7 11 10 12 14 11 2 11

% 1,0 2,0 2,3 3,7 3,3 4,0 4,7 3,7 0,7 3,7

Continua

Continuagéo

C 11~ 12~ 13* 14* 15* 16* 17* 18* 19* 20*

F G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P
TP 7 4 5 2 8 15 5 4 7 2 14 3 6 1 5 1 12 7 6 0
% (33 44 24 22 38 165 24 44 33 22 6,7 33 29 11 24 11 57 7,7 29 0
TG 11 7 23 9 9 17 7 6 19 6

% 3,7 2,3 7,7 3,0 3,0 5,7 2,3 2,0 6,3 2,0

Continua

Continuagéo

C 21* 22* 23* 24* 25* 26* 27* 28* 29* 30* Total

F G P G P P P G P G P G P G P G P G P G P
TP | 8 6 2 0 8 0 4 0 7 4 9 2 4 3 9 9 4 0O 209 91
% |38 66 10 O 77 88 19 O 19 0 33 44 43 22 19 33 43 99 19 0 70,0 30,0
TG 14 2 24 4 11 11 7 18 4 300

% 4,7 0,7 8,0 1,3 1,3 3,7 3,7 2,3 6,0 1,3

C: Caso; F: Frequéncia; TP: Total parcial; TG: Total geral; G: Ganhos; P: Perdas; *: amostras de Santos et al., 2008, nos Anexos
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Tabela 6: Frequéncias absoluta e relativa das alteracées cromossémicas, observadas por CGH, em metastases dos linfonodos
sentinela por caso.

C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
F G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P
TP 6 3 4 1 2 0 3 2 7 0 6 2 9 2 12 0 2 0 4 0
% 34 3,7 23 12 11 0 1,7 25 40 0 34 25 51 25 69 0 1,1 0 2,3 0
TG 9 5 2 5 7 8 11 12 2 4
% 3,5 2,0 0,8 2,0 2,7 3,1 4,3 4,7 0,8 1,6
Continua
Continuacgao
C 11~ 12* 13* 14~ 15* 16* 17* 18* 19* 20*
F G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P
TP 8 4 4 1 9 4 8 4 6 4 2 5 4 3 9 4 3 6 2 0
% 46 49 23 12 51 49 46 49 34 49 11 62 23 37 51 49 17 74 11 0
TG 12 5 13 12 10 7 7 13 9 2
% 4,7 2,0 51 4,7 3,9 2,7 2,7 51 3,5 0,8
Continua

Continuagéo

C 21* 22 23" 24 25* 26" 27% 28" 29 30% Total
F/6 P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP | 2 0 5 1 16 9 6 3 9 4 6 3 5 4 4 4 4 1 8 7 175 81
% (11 O0 29 12 91 111 34 3,7 51 49 34 3,7 29 49 23 49 23 12 46 8,6 684 316
TG 2 6 25 9 13 9 9 8 5 15 256

% 0,8 2,3 9,8 3,5 5,1 3,5 3,5 3,1 2,0 5,9

C: Caso; F: Frequéncia; TP: Total parcial; TG: Total geral; G: Ganhos; P: Perdas; *: amostras de Santos et al., 2008, nos Anexos
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Grafico 1: Distribuicdo do numero de ganhos por caso encontrados nos tumores
primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela correspondentes.
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Gréfico 2: Distribuicdo do numero de perdas por caso encontradas nos tumores
primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela correspondentes.
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Grafico 3: Distribuicdo do numero total de alteragcbes cromossémicas por caso
encontradas nos tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela
correspondentes.
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Nas tabelas a seguir estdo apresentados os resultados referentes as
alteracdes cromossbmicas por cromossomo. Na tabela 7 estdo apresentadas as
frequéncias, absoluta e relativa, das alteragbes cromossdmicas em tumores
primarios por cromossomo. Observou-se que as 300 alteragBes encontradas nos
tumores primarios (média de 13,04 +7,70 alteragcbes por cromossomo) ndo se
distribuiram ao acaso por cromossomo (x %2> = 100,05; P<0,001). Os cromossomos
com maior numero de alteragcbes foram o 1, com 29 ganhos e 5 perdas (34 —
11,3%), e 16, com 22 ganhos e 3 perdas (25 — 8,3%), sendo que esses também
foram os que apresentaram o0 maior numero de ganhos (13,9% e 10,5%,
respectivamente). Os cromossomos com menor numero de altera¢des foram o 10 (4
- 1,3%), 14 (1 — 0,3%) e 15 (3 — 1%). O maior numero de perdas ocorreu nos
cromossomos 6 e 13 (14 — 15,4%), e X (12 — 13,2%). Nos cromossomos 10, 14, 17,
19 e 20 as mesmas nao foram observadas. O niumero médio de ganhos de cépias
de DNA foi igual a 9,09 = 7,69 e o de perdas foi igual a 3,96 + 4,22.

Na tabela 8 estdo apresentadas as frequéncias, absoluta e relativa, das
alteracbes cromossOmicas em metastases nos linfonodos sentinela por
cromossomo. O numero meédio das alteracbes observadas foi de 11,13 + 6,51

alteracdes por cromossomo. Assim como nos tumores primarios, foi observado que



Tabela 7: Frequéncias absoluta e relativa das altera¢cdes cromossémicas, observadas por CGH, em tumores primarios por
Cromossomo.

CR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

F/I6 P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

w29 5 2 6 7 3 3 6 5 3 7 14 3 2 6 4 8 2 3 0 9 6 8 4
% (13,9 55 10 66 33 33 14 66 24 33 33 154 14 22 29 44 38 22 14 0 43 66 38 44

TG 34 8 10 9 8 21 5 10 10 3 15 12
% 11,3 2,7 3,3 3,0 2,7 7,0 1,7 3,3 3,3 1,0 5,0 40
Continua

Continuacéo

CR 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Total

F/|[6 P G P G P G P GP G P G P G PGP G P G P G P
TP 2 14 1 0 2 2 22 3 14 0 7 3 21 0 21 0 10 1 15 1 4 12 209 91
% |1,0 154 05 0 10 22 105 33 67 0 33 33 100 0 100 0 48 1,1 72 11 19 132 70,0 30,0
TG 16 1 4 25 14 10 21 21 11 16 16 300
% 5,3 0,3 1,3 8,3 4,7 3,3 7,0 7,0 3,7 5,3 5,3

CR: Cromossomo; F: Frequéncia; TP: Total parcial; TG: Total geral; G: Ganhos; P: Perdas
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Tabela 8: Frequéncias absoluta e relativa das alteracdes cromossdémicas, observadas por CGH, em metastases dos linfonodos

sentinela por cromossomo.

CR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

FIG P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

G P

TP 21 6 3 8 1 2 3 6 6 5 9 13 0 1 8 1 8 0 2 2 7 2
% (120 74 1,7 99 06 25 1,7 74 34 6,2 51 16,0 O

6 1

12 46 12 46 0 11 25 40 25 34 172

TG 27 11 3 9 11 22 1 9 8 4 9 7
% 10,5 4,3 1,2 3,5 4,3 8,6 0,4 3,5 3,1 1,6 3,5 2,7
Continua
Continuacgéo
CR 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Total
F | G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P
TP | 2 12 1 1 2 2 15 2 11 0 6 5 19 0 16 O 10 O 16 O 3 12 175 81

% 11 148 06 1,2 11 25 86 25 63 0O 34 62 109 0 91 0 57 0 91 0 1,7 148 684 31,6

TG 14 2 4 17 11 11 19 16 10 16 15
% 5,5 0,8 1,6 6,6 4,3 4,3 7,4 6,3 3,9 6,3 5,9

256

CR: Cromossomo; F: Frequéncia; TP: Total parcial; TG: Total geral; G: Ganhos; P: Perdas
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a distribuicdo de alteragbes cromossOmicas nao ocorreu ao acaso entre 0sS
cromossomos (x %2 = 83,79; P<0,001). O nimero médio de ganhos de copias de
DNA foi igual a 7,61 + 6,16 e o de perdas foi igual a 3,52 + 4,17. Os cromossomos
com maior numero de alteracfes foram os de nimero 1, com 21 ganhos e 6 perdas
(27 — 10,5%), e 6, com 9 ganhos e 13 perdas (22 — 8,6%). Os cromossomos com
menor numero de alteracdes foram o 7 (1 — 0,4%) e 14 (2 — 0,8%). O cromossomo 1
apresentou o maior numero de ganhos de regi6es cromossémicas (21 — 12,0%),
seguido pelo cromossomo 19, com 19 ganhos (10,9%). No cromossomo 7 nenhum
ganho foi observado. O maior nimero de perdas ocorreu nos cromossomos 6 (13 —
16,0%) e 13 e X (12 — 14,8%, em cada), sendo que nos cromossomos 9, 17, 19, 20,
21 e 22 as mesmas nédo foram observadas.

Nos graficos 4 a 6 estdo ilustradas, respectivamente, a distribuicdo do nimero
de ganhos, de perdas e do total de altera¢cdes cromossémicas nos tumores primarios

e nas metastases nos linfonodos sentinela nos 23 cromossomos.

Grafico 4: Distribuicdo do namero de ganhos por cromossomo encontrados nos
tumores primarios e nas metéstases nos linfonodos sentinela correspondentes.
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Grafico 5: Distribuicdo do numero de perdas por cromossomo encontradas nos
tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela correspondentes.
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Gréfico 6: Distribuicdo do numero total
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Na tabela 9 estdo resumidas as informacdes por caso e por Cromossomo

sobre as médias de ganhos e perdas de alteracbes cromossdmicas, nos tumores

primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela analisados neste trabalho.



Tabela 9: Médias de ganhos (n= 209 e 175) e perdas (n=91 e 81) cromossémicas, observadas por CGH, por caso e por
cromossomo nos tumores primarios e nas metastases dos linfonodos sentinela, respectivamente.

TUMORES PRIMARIOS

Caso Cromossomo
Alteracéao Ganho Perda Total Ganho Perda Total
Média + DP 6,97 + 3,55 3,03+ 3,37 10,00 £ 5,79 9,09 + 7,69 3,96 + 4,22 13,04 £7,70

Continua
Continuacao
LINFONODOS SENTINELA

Caso Cromossomo
Alteracéao Ganho Perda Total Ganho Perda Total
Média + DP 5,83+ 3,26 2,70 £ 2,29 8,53 +4,82 7,61+6,16 3,52 +4,17 11,13 +6,51
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A estes dados foi aplicado o teste Bartlett . Para os casos, este teste indicou
um valor de XZ(S)COrr- igual a 6,09; P>0,10, demonstrando que os quadrados médios
do numero de aberragBes cromossdmicas nos casos analisados ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes, o que permitiu comparar as varias médias
amostrais simultaneamente através da analise da variancia, cujos resultados séo
apresentados na Tabela 10. Nesta Tabela, observa-se que houve diferenca
significativa, a 0,05, entre as aberracées cromossOmicas (ganhos e perdas) nos
tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela analisadas nos 30
casos. Desta forma, foi aplicado o teste de Duncan, que permite comparar todo e
qualquer contraste entre duas médias das quatro de ganhos e perdas para casos,
conforme apresentado na Tabela 9. Este teste indicou diferengas significativas
somente entre a média de ganho de aberra¢cdes cromossdmicas no tumor primario
(6,97) quando comparada com as médias de perdas de aberracdes cromossoémicas,
tanto nas metastases nos linfonodos sentinela (2,70) (D4s= 3,93<4,27), como nos
tumores primarios (3,03) (D3=3,81<3,94).

Tabela 10: Andlise da variancia das médias das aberracbes cromossdmicas
observadas nos tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela.

Variac&o GL. SQ s%(x) F G.L. P

Entre tumores 1 16,14 16,14 1,62 1;116 >0,05
Entre aberracdes 1 37454 37454 37,64 1;116 <0,05
Interacao 1 4,78 4,78 0,48 1;116 >0,05
Entre tumores e entre 3 395,46 131,82 13,25 3;116 <0,05

aberragcbes
Residuo 116 1154,08 9,95
Total 119 1549,54

Para cromossomos (Tabela 9), o teste de Bartlett apresentou um valor de
Xz(g)corr. igual a 12,02;P<0,05 indicando que os quadrados médios do numero de
aberrac6es cromossdmicas nos 23 cromossomos analisados nos tumores primarios
e nas metastases nos linfonodos sentinela apresentaram diferencas estatisticamente
significativas. Este resultado inviabilizou a andlise da variancia desde que a
condicdo sine quo non para aplica-la € que nao haja diferenca significativa entre os
guadrados médios dos dados amostrais. Desta forma, avaliamos a significancia das
diferencas entre as médias, através do teste t de Student. O rigor estatistico permite

a comparacao entre somente trés das quatro meédias de aberracdes cromossémicas
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(perdas e ganhos) observadas nos 23 cromossomos, noS tumores primarios e nas
metastases dos linfonodos sentinela. Assim, baseados na analise anterior, nos 30
casos, que demonstrou que a média de ganhos nos tumores primarios apresentou
diferencas significativas quando comparada tanto com as médias de perdas nas
metéstases nos linfonodos sentinela como nos tumores primarios e observando
ainda o valor das médias de aberragcbes cromossémicas nos 23 Cromossomos
(Tabela 9), as mesmas comparacfes foram feitas. Os seguintes resultados foram
observados: 1) média de ganhos no tumor priméario (9,09) versus a média de perdas
nas metastases nos linfonodos sentinela (3,52) = t = 3,06; P<0,01; 2) média de
ganhos no tumor primario versus a média de perdas no tumor primario (3,96) =t =
2,80; P<0,02 e 3). Comparamos ainda as médias de ganho (7,61) e de perda nas
metédstases nos linfonodos sentinela que indicou um valor de t = 2,64:P<0,02.
Considerando este ultimo resultado e os valores médios observados, é possivel que
as médias de ganhos nas metastases nos linfonodos sentinela e de perdas nos
tumores primarios também apresentem diferenca estatisticamente significante. No
entanto, as mesmas observacdes ndo sugerem que haja diferencas estatisticamente
significativas entre as médias de ganhos e entre as médias de perdas nos tumores
primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela.

Verificou-se também a homogeneidade da distribuicdo do total de aberracdes
cromossOmicas (ganhos + perdas) nos tumores primarios e nas metastases nos
linfonodos sentinela nos 30 casos analisados (Tabelas 5 e 6). O teste do qui-
guadrado apresentou um valor estatisticamente significativo (X229=57,50; P<0,01),
indicando que, no total, as aberragbes cromossOmicas nao se distribuiram
homogeneamente nos tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela
nos 30 casos analisados. Observou-se que os maiores valores dos qui-quadrados
parciais ocorreram nos casos 1, 18, 21, 25, 29 e 30, totalizando um valor de
X2:35,17, 0 que representou 61% do valor do XZ total. Portanto, a significancia
observada foi devida principalmente a estes seis casos.

A mesma andlise, realizada para cromossomos (Tabelas 7 e 8) apresentou
um valor de y?»»>=11,31;P>0,95, estatisticamente nao significativo, indicando que no
total (ganhos + perdas) as aberragcbes cromossdmicas se distribuiram
homogeneamente nos 23 cromossomos analisados nos tumores primarios e nas

metastases nos linfonodos sentinela.
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Os resultados dos testes do qui-quadrado, acima apresentados, foram melhor
definidos ao aplicarmos a analise do coeficiente de regressdo, considerando os
nameros de ganhos, de perdas, e de ganhos + perdas de alteracdes
cromossOmicas, observados nos 30 casos de tumores primarios e de metéstases
nos linfonodos sentinela e nos 23 cromossomos analisados. Este teste foi utilizado
considerando que o tumor primario € o primeiro evento cancerigeno e, portanto, que
as metastases nos linfonodos sentinela sdo um evento consequente, dependendo
deste primeiro evento.

Para os casos, o0s resultados demonstraram que tanto para ganhos (b=0,31. t
= 1,92; P>0,05), como para perdas (b=0,17. t =1,38; P>0,10), e ainda para
ganhos+perdas (b=0,30. t =2,03; P>0,05), os valores de b n&o foram
estatisticamente significativos, indicando que o0s numeros de aberracbes
cromossdmicas observados nas metastases nos linfonodos sentinela ndo dependem
dos nameros de aberracdes cromossdmicas detectados nos tumores primarios.

J& para cromossomos, os resultados do coeficiente de regressdo foram o0s
seguintes: ganhos: b=0,76. t =13,15; P<0,001, perdas: b=0,91. t =10,78; P<0,001 e
ganhos + perdas: b=0,77. t =10,17;P<0,001 indicando, portanto, que quando se
considera as aberracdes por cromossomo, 0s numeros das mesmas observados nas
metastases nos linfonodos sentinela dependem dos identificados no tumor primario.
Estes resultados, estando de acordo, melhor quantificam os resultados dos testes do
qui-quadrado, ja que nos 30 casos observou-se que 0s numeros de aberracdes
cromossOmicas nao estavam homogeneamente distribuidos nos tumores primarios e
nas metastases nos linfonodos sentinela, enquanto que NOS CromossSOomMoOS 0S
mesmos estavam homogeneamente distribuidos.

Os graficos 7, 8 e 9 apresentam a distribuicdo dos numeros de aberracdes
cromossOmicas e retas de regressao para Cromossomos, respectivamente para

ganhos, perdas e ganhos+perdas.
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Grafico 7: Diagrama de distribuicdo do niamero de ganhos e reta de regressdo em
tumores priméarios e em metastases nos linfonodos sentinela por cromossomo.
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TP-G: nimero de ganhos em tumores primarios; LNS-G: nimero de ganhos em metastases
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Gréfico 8: Diagrama de distribuicdo do numero de perdas e reta de regressdao em
tumores primarios e em metastases nos linfonodos sentinela por cromossomo.
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TP-P: numero de perdas em tumores primarios; LNS-P: nimero de perdas em metastases
nos linfonodos sentinela.
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Grafico 9: Diagrama de distribuicdo do numero total de altera¢cées cromossbémicas
(ganhos + perdas) e reta de regressdo em tumores primarios e em metastases nos
linfonodos sentinela por cromossomo.
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TP-T: nimero total de alteragdes cromossémicas (ganhos + perdas) em tumores primarios;
LNS-T: numero total de alteragbes cromossdmicas (ganhos + perdas) em metastases nos
linfonodos sentinela.

Foi observado ainda, que 26 dos 30 casos estudados (86,7%) apresentaram
alteracdes cromossdmicas compartilhadas (Tabela 11), ou seja, que estao presentes
tanto em tumores primarios quanto nas metastases nos linfonodos sentinela do
mesmo caso. Do total de 132 alteracdes compartilhadas, o caso 23 foi o que as
apresentou em maior nimero (16 — 12,1%), seguido pelos casos 7, 11 e 13, com 11
alteracdes compartilhadas cada (8,3%).

Das 556 alteragbes cromossémicas, 424 (76,3%) foram ndo compartilhadas,
OouU seja, que ndo estiveram presentes simultaneamente em amostras de tumores
primarios e nas metastases em linfonodos sentinela do mesmo paciente. Os casos
que apresentaram uma frequéncia maior de alteracbes cromossomicas
compartilhadas do que de ndo compartilhadas foram os casos 7, 11, 15, 26 e 28. Os
casos 7 e 11 apresentaram 11 alteracdes compartilhadas, os casos 15 e 26
apresentaram 7 e 0 caso 28 apresentou 6. O caso 12 apresentou a mesma
frequéncia de alteragbes cromossdémicas compartilhadas e ndo compartilhadas (4 de

cada), enquanto que os demais casos apresentaram freqiiéncia menor de alteracdes
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compartilhadas. Apenas 4 dos 30 casos (13,3%) (casos 1, 4, 9 e 20) nao

apresentaram nenhuma alteragdo cromossomica compartilhada.

Tabela 11: Alteracbes compartilhadas entre os tumores primarios e as metastases
nos linfonodos sentinela.

Par Alteracbes compartilhadas
1 |-
2 | +1pter~p33, +22
3 | +4pl3~pl2, +5gq11~qg21
4 |-
5 | +6pter~p21.1, +16p13.2~q23, +19, +22¢g11.1~q13.2
6 |+1q, +4pl6~g25, +10p13~p11l.2, +11p, -11923~qter, +21q
7 | +1pter~p33, +5p, +6p, -6q, +8g24~qter, +16, +17pl2~qter, -18q12~q22, +19,

8
9
10
11~

12*
13*

14*
15*
16*
17*
18*
19*
20*
21*
22*
23*

24*
25*
26*

27*
28*
29*
30*

++20q, +22
+1pter~p32, +9q, +16q11.2~q24, +18p11.31~p11.1, +19, +Xp11.2~q27

+13921~qg33

+1pter~p32, -2922,936, -4q, -6q13~g23, ++9g21~qter, -13q13~g32, +16, +17,
+19, +20q, +22q

+1pter~p32, -13913~q32, +16p, +19

+1pter~p33, -1p31~p21, +1g33~qter, -2922~g34, -5q, +12924.1~qter, +16,
+17, +19, +20, -Xq21~qter

-1pter~p21, +1922~qter, -6913~q23, +16, +20

+1pter~p32, -60913~923, +16p, +17, ++19, +20, +22

-6q13~qg23, -18g21~qter, +19, +Xq13~q22

+22q

+1pter~p31, +18p, +22

-5014~q23, -6913~023, +19, +21q, +22q, -Xp22.1~p11.4, -Xq21~q26

+1pter~p31, +19p

+20q13

-2922~q34, -6013~q23, +8p21~p11.2, +9g31~qter, +11pter~pl5, -11ql14~q22,
+12923~qter, -13q13~q32, +14924~qter, +16, +17, +19, ++20q, +21q, ++22,
-Xg21~q26

+16p, +18p, +19p, +20p

+1p21~g24, +12923~qter, +16

+1g22~qter, +2g24~qter, +8g23~qter, +12g23~qter, -13q13~g32, -15g23~qter,
-16q12~qter

+1pter~p32, +17p, +19, +20, +22

-2922~q36, -6013~q23, +11p15~g21, -13913~q32, +16, +18p

+19

+19, +20p

* amostras de Santos et al., 2008, nos Anexos
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Nas figuras a seguir estdo apresentados os perfis gerais de todas as
alteragbes cromossbmicas, em todos 0s casos, nos tumores primarios e em
metastases nos linfonodos sentinela, respectivamente. As caixas amarelas indicam
as regibes mais comumente alteradas quando consideramos o0 grupo de tumores
primarios e o grupo de linfonodos sentinela.

Ao considerarmos em conjunto todos os TP e todos os LNS, observamos que
existem varias regides cromossdmicas com alteracbes em comum. E que os dois
grupos sao muito similares quando consideramos as alteracdes mais freqluentes.
Nos tumores primarios foram observados, principalmente, ganhos em 1p, 1q, 9q,
11p, 12q, 16p, 17p, 17q, 18p, 19, 20, 21q e 22q, e perdas em 2q, 49, 69, 139 e Xq
(Figura 3). Nas metastases nos linfonodos sentinela, as regibes com ganhos mais
comuns foram observadas em 1p, 1q, 99, 11q, 16p, 16q, 17p, 17q, 19, 20, 21qg e
22(, e as regides com perdas mais comuns observadas em 1p, 2q, 4q, 69, 13q e Xq
(Figura 4).

Na figura 5 esta apresentado o perfil geral de CGH para todos os casos (TP +

LNS), destacando as regiées mais comumente alteradas.
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Figura 3: Perfil geral das alteragcbes cromossémicas, observadas por CGH, em
tumores primarios. As barras verdes representam ganhos de regides cromossémicas e
casos separados, enquanto as barras vermelhas representam perdas. Barras mais
espessas representam amplificacdes. As caixas amarelas indicam as regides mais

comumente alteradas.

Fonte:

a autora (2011).
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Figura 4. Perfil geral das alteragcbes cromossémicas, observadas por CGH, em
metastases nos linfonodos sentinela. As barras verdes representam ganhos de regides
cromossdmicas e casos separados, enquanto as barras vermelhas representam perdas.
Barras mais espessas representam amplificacdes. As caixas amarelas indicam as regidoes
mais comumente alteradas.

Fonte: a autora (2011).
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Figura 5: Perfil geral das alteracdes cromossﬁmlcas, observadas por CGH, em todas
0s casos (TP + LNS). As barras verdes representam ganhos de regies cromossdmicas e
casos separados, enquanto as barras vermelhas representam perdas. Barras mais
espessas representam amplificacdes. As caixas amarelas indicam as regifes mais

comumente alteradas.
Fonte: a autora (2011).
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6.2.CGH-array

A técnica de CGH-array foi realizada em 10 casos dos 15 disponibilizados
para esse estudo. Em todos os tumores primarios analisados foram observadas
alteracdes de numero de copias por este método. Nas metastases dos linfonodos
sentinela apenas um caso ndo demonstrou alteragbes, no entanto estas estavam
presentes na analise de seu tumor primario correspondente. Nas tabelas 12 e 13
estdo apresentadas as alteracbes (amplificacbes e delecBes) observadas nos

tumores primarios e nas metastases dos linfonodos sentinela, respectivamente.

Tabela 12: Alteracdes cromossémicas observadas, por CGH-array, nos tumores
primarios.

Casos

C R 1 4 5 6 7 11 12 13 14 15
1 p36.33- Amp
p36.32
p36-32 Del Amp
p36.32-p12 Del
p36.21 Amp
p36.13 Amp
p34.2 Amp
g21.1 Del
g21.2 Amp
g21.3 Amp
g22 Amp
q42.13 Amp
2 p23.1 Del
g21.1 Amp
3 p25.1-pl1.2 Del
p22.1 Del Amp
g26.31 Del
4 pl6.3 Amp Amp
gql2 Amp
q27 Amp
g31.23- g31.3 Amp
5 35.1 Amp
g35.3 Amp
6 p25.1-p24.3 Amp
p21.33 Amp
gql2 — g27 Del
gql3 Del Amp
g24.2 Del  Amp
7 p22.3 Amp
q11.23 Amp
g21.3 Amp Amp
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8 p233- Del
11.21

21.3 De

11.1-q13.2 De

9 13.1-qg13 De

ﬂ34.2 - ﬂ34.3 Ami
11 pi5.5 - Del
p11.12

gl1-g13.1 Del

gl2.2 Del Amp

g13.1-9g13.4 Amp

g13.2-g25 Del

g13.3

gl3.5 Del Amp Amp

gl4.2-914.3 Del

>
3
S

q24.22 Amp

q14.3 - g31.1

21.1

14 ﬂ . Amﬁ Ami

15 ﬂ22.31 Amﬁ
13.3

16 E . Amﬁ

24.2 - q24.3

ﬂ ﬂ Amﬁ

1.2

|:
>
3

1

N
(N
>
3
S

o)
N
N

Del

[ERN
ee]

pl13.2

>
3
=
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13.42

20 g13.31

1 De

N
=
|—\
N

2 De

N
w
>
3

2

=
w
>
3

13.33

>
I

gl1.1 - 928 Del

g26.1 Del Amp

C: cromossomos, R: regido cromossomica, Amp: amplificacdo, Del: delecdo. As alteracdes
em cinza, nos casos, representam apenas uma alteracdo ou estdo contidas dentro do
intervalo da regido cromossdmica anterior.
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Tabela 13: Alterac6es cromossdmicas, observadas por CGH-array, nas metastases
dos linfonodos sentinela.

Casos

1 p36.21

p36.13

>
3
S

g21.1-925.3 Del

g25.3-q44 Del

042.13 Amp Del Amp

2 p23.1 Amp

g21.1 Amp

w

p25.2 Del

IN

gl2 Amp

p15.31-p1l1 Del

gl11.2-935.2 Del

6 p22.2-p22.1 Amp

p21.33 Amp

g24.2 Amp

36.3 Am

p21.1 Amp

g24.3

q34.13 - Amp
34.3

gz Am oA

26.3 Am

155 Am

54 Amp Del

[
>
3

13.1-g13.3 Del



gl3.4-qgl4.1 Del

q14.3

>
3
S

q13.3

24.22 Amp

14 qg21.1

>
3
S

032.33 Del

16 pl3.3-pl1.2 Del

pl1.2

gl2.1 - g24.3 Amp

g24.3 Del

gql2 Amp Amp

921.32

g25.1-925.3

19 p13.3-p13.11 Amp

q13.32 Amp

g13.31 - Del
13.32

qm AmoAm  Amp

22 Amp Am

N
[
[E
N
|/}
>
3

X 11.23

C: cromossomos, R: regido cromossémica, Amp: amplificacdo, Del: delecdo. As alteracdes
em cinza, nos casos, representam apenas uma alteracdo ou estdo contidas dentro do
intervalo da regido cromossémica anterior.
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Os resultados das alteracdes cromossOmicas por caso sdo mostrados na
tabelal4. Na Tabela 14A estdo as frequéncias, absoluta e relativa, das alteracdes
cromossOmicas por caso, nos 10 tumores primarios. Foram observadas 93
alteracdes cromossémicas, com uma meédia de 9,30 + 8,11 alteracBes por caso. As
amplificagbes (76) foram mais freqientes do que as delegcbes (17)
(x?1=37,4;P<0,001 de acordo com a proporcéo esperada de ocorréncia ao acaso de
1:1), com um numero médio de 7,60 + 8,72 e 1,70 + 3,74, respectivamente.
Observou-se que as alteracdes cromossémicas ndo se distribuiram ao acaso entre
os casos estudados (y% = 63,67; P<0,001), sendo que os casos 12 e 5 foram os que
apresentaram um maior numero de alteracfes cromossdmicas, com 23 (24,7%, 23
amplificacbes e nenhuma delecdo) e 21 (22,6%, 21 amplificacbes e nenhuma
delecdo), respectivamente. O caso 14 apresentou o menor nimero de alteracdes (1
amplificagéo, 1,1%).

Na tabela 14B estdo as frequéncias, absoluta e relativa, das alteracdes
cromossOmicas nas metastases dos linfonodos sentinela por caso. Foi encontrado
um total de 95 alteracdes cromossdmicas, com um numero médio de 9,50 + 13,93
alteracbes por caso. As amplificacbes (78) foram mais freqientes do que as
delecBes (17) (x?1=39,2;P<0,001 de acordo com a proporcdo esperada de
ocorréncia ao acaso de 1:1), com um numero médio de 7,80 + 13,05 e de 1,70 +
3,47, respectivamente. Também para os linfonodos sentinela, as alteracbes
cromossOmicas ndo se distribuiram ao acaso nos 10 linfonodos analisados (y% =
183,84; P<0,001). Os casos 5 (42 — 44,2%), com 42 amplificagcbes e nenhuma
delecéo, e 6 (27 — 28,4%), com 17 amplificacbes e 10 delecbes, apresentaram o
maior numero de alteracdes. Trés casos, 1, 11 e 12, apresentaram apenas 1
alteracdo cromossémica (1,1%) e no caso 14 ndo foram observadas alteracdes.

Nos gréaficos 10 a 12 estdo a distribuicdo do nimero de ganhos, de perdas e
do total de alteracbes cromossdmicas, observadas por CGH-array, nos tumores

primarios e nas metastases dos linfonodos sentinela nos 10 casos, respectivamente.



Tabela 14: Frequéncias absoluta e relativa das alteracdes cromossémicas, observadas por CGH-array, por caso em tumores
primérios (A) e em metastases nos linfonodos sentinela (B).

A

C 1 4 5 6 7 11 12 13 14 15 Total

F A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D
TP | O 3 1 12 21 0 2 1 4 0 3 0 23 0 6 1 1 0 15 0 76 17
% (00 176 1,3 706 276 00 26 59 53 00 39 00 30,2 00 79 59 13 0,0 19,7 0,0 81,7 18,3
TG 3 13 21 3 4 3 23 7 1 15 93

% 3,2 14,0 22,6 3,2 4,3 3,2 24,7 7,5 1,1 16,1

C: Caso; F: Frequéncia; TP: Total Parcial; TG: Total Geral; A: Amplificacbes; D: Delecdes

B

C 1 4 5 6 7 11 12 13 14 15 Total

F A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D
TP | 1 0 2 6 42 0 17 10 3 0 1 0 1 0 3 1 0 0 8 0 78 17
% |13 00 26 353 538 00 218 588 38 00 13 00 1,3 00 38 59 00 00 10,3 0,0 82,1 17,9
TG 1 8 42 27 3 1 1 4 0 8 95

% 1,1 8,4 44,2 28,4 3,2 1,1 1,1 4.2 0,0 8,4
C: Caso; F: Frequéncia; TP: Total Parcial; TG: Total Geral; A: Amplificacdes; D: Dele¢bes
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Gréfico 10: Numero de amplificagBes, observadas por CGH-array, por caso, nos
tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela correspondentes.
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M Tumor Primario M Linfonodo Sentinela

Gréfico 11: Numero de delecbes, observadas por CGH-array, por caso, nos tumores
primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela correspondentes.
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Gréfico 12: Numero total de altera¢cdes cromossomicas, observadas por CGH-array,
por caso, nos tumores primarios e nas metdstases nos linfonodos sentinela
correspondentes.
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Nas tabelas a seguir estdo apresentados os resultados referentes as
alteracdes cromossdmicas distribuidas por cromossomo. Na tabela 15 estdo as
freqiéncias, absoluta e relativa, das alteragbes cromossomicas em tumores
primarios por cromossomo. Observou-se que as 93 alteracdes encontradas nos
tumores primarios (média de 4,04 + 2,48 alterac6es por cromossomo) se distribuiram
ao acaso nos cromossomos estudados (y2,=33,42;P>0,05), embora muito préximo
do limite de significancia (=33,92). Os cromossomos com maior numero de
alteracdes foram o 1 com 8 amplificacbes e 2 dele¢des (10 — 10,5%), 11 com 6
amplificacbes e 3 delecdes (9 — 9,5%), e 17 com 7 amplificacdes e 1 delecéo (8 —
8,4%), sendo que esses também foram os que apresentaram 0 maior numero de
amplificagbes (10,5%, 7,9%, e 9,2%, respectivamente). OS cromossomos com
menor numero de alteragbes foram o 2, 5, 10, 12, 13 e 15, com 2 alteragdes cada
(2,1%), e o cromossomo 18 nao apresentou alteragbes. O maior numero de
dele¢bes ocorreu no cromossomo 11 (3 — 17,6%). O numero médio de amplificacdes
foi igual a 3,30 = 2,03 e 0 de delecdes foi igual a 0,74 + 0,97.

Na tabela 16 estdo as freqUéncias, absoluta e relativa, das alteracoes
cromossOmicas em metastases nos linfonodos sentinela distribuidas por

cromossomo. O numero médio das alteragcbes observadas foi de 4,13 + 2,96 altera-



Tabela 15: Frequéncias absoluta e relativa das alteragcbes cromossdémicas, observadas por CGH-array, em tumores primarios por

Cromossomo.

CR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

F A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D

TP 8 2 1 1 1 2 5 0 2 0 4 1 4 0 5 2 2 1 2 0 6 3 2 0

% |105 11,8 13 59 13 118 66 00 26 00 53 59 53 00 66 11,8 26 59 26 00 79 176 26 0,0

TG 10 2 3 5 2 5 4 7 3 2 9 2

% 10,8 2,2 3,2 5,4 2,2 5,4 4.3 7,5 3,2 2,2 9,7 2,2
Continua

Continuacéo

CR 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Total

F A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D

P | 2 0 3 0 2 0 4 0 7 1 0 0 5 0 3 0 1 2 4 0 3 2 76 17
% |26 00 39 00 26 00 53 00 92 59 00 00 66 00 39 00 13 11,8 53 00 39 11,8 81,7 18,3
TG 2 3 2 4 8 0 5 3 3 4 5 93

% 2,2 3,2 2,2 4,3 8,6 0,0 5,4 3,2 3,2 4,3 5,4

CR: Cromossomo; F: Frequéncia; TP: Total Parcial; TG: Total Geral; A: Amplificagdes; D: Delecoes
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Tabela 16: Frequéncias absoluta e relativa das alteragcbes cromossOmicas, observadas por CGH-array, em metastases dos
linfonodos sentinela por cromossomo.

CR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
F A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D
TP 9 3 4 0 1 2 1 0 3 3 5 0 2 0 5 0 3 0 1 0 7 3 4 0
% |115 176 51 00 13 118 1,3 00 38 176 64 00 26 00 64 00 38 00 13 00 90 176 51 0,0
TG 12 4 3 1 6 5 2 5 3 1 10 4
% 12,6 4,2 3,2 1,1 6,3 5,3 2,1 5,3 3,2 1,1 10,5

Continua

Continuacéo

CR 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Total

F A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D A D

TP | 1 0 2 1 0 0 4 4 7 0 2 0 3 0 4 1 2 0 3 0 5 0 78 17

% |13 00 26 59 00 00 51 235 90 00 26 00 38 00 51 59 26 00 38 00 64 00 821 179
TG 1 3 0 8 7 2 3 5 2 3 5 95

% 1,1 3,2 0,0 8,4 7,4 2,1 3,2 5,3 2,1 3,2 5,3

CR: Cromossomo; F: Frequéncia; TP: Total Parcial; TG: Total Geral; A: Amplificacdes; D: Dele¢bes
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¢cbes por cromossomo. Foi observado que a distribuichdo de alteracdes
cromossAmicas ndo ocorreu ao acaso entre 0S Cromossomos (y2,,=46,63;P<0,01) .

O numero médio de amplificacdes de DNA foi igual a 3,39 + 2,23 e 0 de
delecdes foi igual a 0,74 £+ 1,29. Os cromossomos com maior numero de alterages
foram os de numero 1 com 9 amplificacbes e 3 delecbes (12 — 12,6%), 11 com 7
amplificacfes e 3 delecbes (10 — 9,5%), e 16 com 4 amplificacdes e 4 delecdes (8 —
8,4%). Os cromossomos com menor numero de altera¢des foram o 4, 10 e 13, com
apenas 1 alteracdo (1,1%). O cromossomo 1 apresentou o maior nimero de
amplificacBes cromossémicas (9 — 11,5%), seguido pelos cromossomos 11 e 17,
com 7 amplificacbes cada (9,0%). O maior nimero de delecdes ocorreu no
cromossomo 16 (4 — 23,5%), seguido pelos cromossomos 1, 5 e 11, com 3 dele¢cdes
cada (17,6%). O cromossomo 15 ndo apresentou alteragdes cromossOmicas.

Nos graficos 13 a 15 estdo, respectivamente, a distribuicdo do numero de
amplificacfes, delecbes e do total de alteracbes cromossémicas observadas nos

tumores primérios e nas metastases nos linfonodos sentinela nos 23 cromossomos.

Gréfico 13: Numero de amplificacfes, observadas por CGH-array, por cromossomo,
nos tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela correspondentes.
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Gréfico 14: Numero de dele¢des, observadas por CGH-array, por cromossomo, nos
tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela correspondentes.

4

Nimero de delegdes
N

123 45 67 8 910111213141516171819202122 X

Cromossomos

B Tumor Primario ¥ Linfonodo Sentinela

Gréfico 15: Numero total de alteracdes cromossdmicas, observadas por CGH-array,
por cromossomo, nos tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela
correspondentes.
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Na tabela 17 estdo resumidas as informacgdes por caso e por Cromossomo
sobre as médias de amplificacBes e dele¢cbes de alteracdes cromossdmicas, nos
tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela analisados neste

trabalho por CGH-array.



Tabela 17: Médias de amplificacdes (n= 76 e 73) e dele¢bes (n=17 e 17) cromossdémicas, observadas por CGH-array, por caso e
por cromossomo nos tumores primarios e nas metastases dos linfonodos sentinela, respectivamente.

TUMORES PRIMARIOS

Caso Cromossomo
Alteracéao Amplificacéo Delecéo Total Amplificacao Delecéao Total
Média + DP 7,60 £ 8,76 1,70+ 3,74 9,30+8,11 3,30 £ 2,03 0,74 + 0,97 4,04 + 2,48

Continua
Continuacao
LINFONODOS SENTINELA

Caso Cromossomo
Alteracéao Amplificacéo Delecéao Total Amplificacao Delecéao Total
Média + DP 7,80 £+ 13,05 1,70 £ 3,47 9,50 + 13,93 3,39 +2,23 0,74 +1,29 4,13+ 2,96

71
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A estes dados foi aplicado o teste de Bartlett. Para casos, este teste indicou
um valor de X2(3)C0rr- igual a 19,72; P<0,001, demonstrando que os quadrados médios
do numero de alteragcbes cromossémicas nos 10 casos analisados nos tumores
primdrios e nas metastases nos linfonodos sentinela apresentam diferencas
estatisticamente significativas. Como ja nos referimos na apresentacdo dos dados
obtidos por CGH, o valor estatisticamente significante do teste de Bartlett inviabiliza
a analise de variancia desde que a condi¢do sine quo non para aplica-la € que néo
haja diferenca significativa entre os quadrados médios dos dados amostrais. Desta
forma, avaliamos a significAncia das diferencas entre as médias, através do teste t
de Student. Como também ja foi referido na apresentacdo dos dados obtidos por
CGH, o rigor estatistico permite a comparacdo de somente trés das quatro médias
de alteracdes cromossdmicas (amplificagdes e delegdes).

Observa-se, na Tabela 17, que as médias para as amplificacdes nos tumores
primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela sdo muito semelhantes e para
as delecdes sao de valores iguais. Assim, somente as diferencas entre as médias de
amplificacbes e delegdes, tanto dos tumores primarios como das metédstases nos
linfonodos sentinela, foram avaliadas e os resultados ndo foram estatisticamente
significantes (t = 1,97;P>0,05 e t = 1,43;P>0,10, respectivamente). Observa-se
também, nos dados da Tabela 17, que os desvios padrdo das médias apresentam
um valor superior aos das médias (com excec¢do para o total de alteragdes nos TP).
Constata-se também que as variancias (obtida elevando-se o desvio padrdo ao
guadrado) das amostras de amplificagbes apresentam um valor muito superior do
gue as observadas nas amostras de delec¢des. Realmente, a razao (de amplificacbes
x delecdes) entre os valores de quatro delas (TPXTP; TPXLNS; LNSXLNS; LNSxTP),
avaliada pelo F (de Fischer) indicou valores estatisticamente significativos. Estes
dados indicam que had uma grande dispersdo dos valores em torno da média. O
mesmo nao foi observado nas comparacdes entre as amplificacdes e entre as
delecdes das duas amostras.

Para cromossomos, o teste de Bartlett apresentou um valor de X2(3)Corr. Igual
a 18,54; P<0,001, indicando que também para cromossomos os quadrados médios
do numero de alteragcdes nos 23 cromossomos analisados nos tumores primarios e
nas metastases nos linfonodos sentinela apresentam diferengas estatisticamente
significativas. Como nos casos, as meédias de amplificagcdes nos tumores primarios e

nas metastases nos linfonodos sentinela sdo muito semelhantes e para delecdes
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séo iguais , conforme pode ser observado na Tabela 17. Assim, seguimos 0 mesmo
procedimento da analise anterior (para casos), comparando pelo teste t de Student a
significancia das diferencas entre as médias de amplificacfes e delecdes tanto para
TP como para LNS. Em ambas as comparacdes os resultados foram
estatisticamente significantes (t = 5,45;P<0,001 e t = 4,91;P<0,001,para TP e LNS,
respectivamente). Para cromossomos, 0s desvios padrdo tiveram um valor superior
aos das meédias somente para as delecbes, tanto em TP como em LNS,
demonstrando uma maior consisténcia dos valores em torno das médias nas quatro
outras amostras, provavelmente devido ao maior tamanho amostral do que o de
casos.

Verificou-se também a homogeneidade da distribuicdo do total de alteracdes
cromossOmicas (amplificacdes + dele¢cbes nos tumores primarios e nas metastases
nos linfonodos sentinela nos 10 casos analisados — Tabela 14). O teste do qui-
quadrado apresentou uma valor estatisticamente significativo (y%=53,89;P<0,001)
indicando que, no total, as alteragbes cromoss6micas ndo se distribuiram
homogeneamente nos tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela
nos 10 casos analisados. Observou-se que os maiores valores dos qui-quadrados
parciais ocorreram nos casos 6 e 12 totalizando um valor de %*=39,54, o que
representou 73% do valor do x? total. Portanto, a significancia observada foi devida
principalmente a estes dois casos.

A mesma analise, realizada para cromossomos (Tabelas 15 e 16)
apresentou um valor de y%»,=17,25:P>0,70, estatisticamente n&do significativo,
indicando que no total (amplificacbes + dele¢cbes) as alteragcbes cromossémicas se
distribuiram homogeneamente nos 23 cromossomos analisados nos tumores
primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela.

Os resultados dos testes do qui-quadrado, acima apresentados, foram melhor
definidos, da mesma forma quando analisamos os dados de CGH, ao aplicarmos a
andlise do coeficiente de regresséo, considerando o numero de amplificacGes, de
delecbes e do total de alteracbes (amplificagbes + dele¢cOes) observadas nos
tumores primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela nos 10 casos e nos 23
cromossomos analisados . Considerou-se, para esta analise, que o tumor primario
0 primeiro evento cancerigeno e, portanto, que as metastases nos linfonodos

sentinela sendo um evento consequente, dependem deste primeiro evento.
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Para casos, o0s resultados demonstraram que tanto para amplificacbes
(b=0,73, t=1,59; P>0,10), como para dele¢bes (b=0,42, t=1,48; P>0,10), e ainda para
amplificagbes + dele¢bes (b=0,63,t=1,11;P>0,30), os valores de b nao foram
estatisticamente significativos, indicando que o0s numeros de alteracbes
cromossdmicas observados nas metastases nos linfonodos sentinela ndo dependem
dos numeros de altera¢des cromossémicas detectados nos tumores primarios.

Ja para cromossomos, o0s resultados foram os seguintes: amplificacdes:
b=0,77, t=4,55; P<0,001, delec¢bes: b=0,31, t=1,11;P>0,20, e amplificacbes +
delecdes: b=0,88, t=5,0; P<0,001, indicando, portanto, que com excecdo para
delecdes, quando se considera as alteragbes por cromossomo, 0S numeros das
mesmas observados nas metastases nos linfonodos sentinela dependem dos
identificados no tumor primario. Estes resultados, estando de acordo (com excecao
para delecbes nos 23 cromossomos), melhor qualificam os resultados do qui-
quadrado ja que nos 10 casos o0s numeros de alteracbes cromossémicas nao
estavam homogeneamente distribuidos nos tumores primarios e nas metastases nos
linfonodos sentinela, enquanto que Nos cromossomMos 0S Mesmos estavam (exce¢ao

para dele¢cdes) homogeneamente distribuidos.

Nos graficos 16 e 17 estdo a distribuicdo dos numeros de alteracdes
cromossbmicas e retas de regressdo para Cromossomos, respectivamente para

amplificacGes e amplificacGes + dele¢des, onde os valores de b foram significativos.
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Grafico 16: Diagrama de distribuicdo do numero de amplificacbes e reta de
regressdo em tumores primarios e em metastases nos linfonodos sentinela por
Cromossomo.
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TP-A: nimero de amplificacdes em tumores primarios; LNS-A: nimero de amplificagbes em
metastases nos linfonodos sentinela.

Gréfico 17: Diagrama de distribuicdo do numero total de altera¢cdes cromossémicas
(amplificacdes + delecdes) e reta de regressdo em tumores primarios e em
metastases nos linfonodos sentinela por cromossomo.
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TP-T: nimero total de alteracdes cromossdmicas (amplificacbes + delecbes) em tumores
primarios; LNS-T: nimero total de altera¢cdes cromossémicas (amplificacdes + delecdes) em
metastases nos linfonodos sentinela.
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Observamos que, dos 10 casos estudados, 5 (50,0%) apresentaram
alteracbes cromossdmicas compartilhadas (Tabela 18), ou seja, que estao presentes
tanto nos tumores primarios quanto nas metastases nos linfonodos sentinela do
mesmo caso. Do total de 28 alteracdes compartilhadas, o caso 5 foi 0 que as
apresentou em maior niumero (19 — 67,9%).

Das 188 alteracGes cromossémicas observadas por CGH-array nos tumores
primarios e nas metastases nos linfonodos sentinela, 160 (85,1%) foram néao
compartilhadas, ou seja, ndo estiveram presentes simultaneamente em amostras de
tumores primarios e nas metastases em linfonodos sentinela do mesmo paciente.
Em todos os casos a frequéncia de alteragbes ndo-compartilhadas foi maior do que

a de alteracdes compartilhadas.

Tabela 18: Alteracbes compartilhadas entre os tumores primarios e as metastases
nos linfonodos sentinela.

Par Alterac6es compartilhadas
Amplificagdes Delecbes
1 |- -
4 | 1p36.21 3026.31
5 |1p36.13, 1p34.2, 1942.13, 2921.1, 4912, 6p21.33, 60924.2, 8924.3, -

9g13-g21.1, 10926.3, 11p15.5, 11p15.4, 12¢24.22, 13q13.3,
17925.1-g25.3, 19p13.3, 19q13.32, 20913.33, 22q13.1

6 |8g24.3, 11q13.4 -
7 | 7912-921.1, 7921.32-921.33 -
11 |-

12 |- -
13 | - -
14 | -
15 | 11q14.3, 14g21.1, Xq13.1 -

Nas figuras a seguir estdo apresentados os perfis gerais das alteracdes
cromossOmicas observadas por CGH-array, ha amostra de tumores primarios e na
amostra das metastases nos linfonodos sentinela, respectivamente.

Ao considerarmos em conjunto todos os TP e todos os LNS, observamos que
existem regides cromossOmicas com alteragbes em comum. As regibes
cromossOmicas mais comumente alteradas nos TP, nos LNS e em todos os casos

(TP + LNS) estdo apresentadas na tabela 19.
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Nas figuras 6,7 e 8 estdo os perfis gerais das alteracdes observadas por
CGH-array para todos os TP, todos os LNS e todos os casos (TP + LNS),

respectivamente.

Tabela 19: Regibes cromossdmicas, observadas por CGH-array, mais comumente
alteradas.

Amostra Regido Cromossbmica

TP 8024.3, 11p15.5-p15.4, 11913.1-q13.4
LNS 1942.13, 11p15.4, 16p13.3, 16924.3, 20913.33, Xql13.1
TP + LNS 1921.1-925.3, 8924.3, 10926.3, 11p15.5-p15.4, 11q13.1-q13.4,
14921.1, 16p11.2, 17912-921, 17925.1-925.3, 20913.33, 21922.3,

1 2 3 4 5 6 7 8 a 10 1 12
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
2 - . . s o s o=
S BN BB R E A RR AN ER R
I v t : | ¢ H i | M |
; b ' : : I

Figura 6: Perfil geral das alteracdes cromossémicas, observadas por CGH-array, em
tumores primarios. Em barras vermelhas estdo representadas as amplificacdes e em verde
as delecgbes de regides cromossémicas.

Fonte: a autora (2011).
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Figura 7: Perfil geral das alteragbes cromossdmicas, observadas por CGH-array, em
metastases nos linfonodos sentinela. Em barras vermelhas estdo representadas as
amplificacbes e em verde as dele¢des de regides cromossdmicas.

Fonte: a autora (2011).
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Figura 8: Perfil geral das alteragbes cromossdmicas, observadas por CGH-array, em
todas os casos (TP + LNS). Em barras vermelhas estéo representadas as amplificacdes e
em verde as dele¢des de regides cromossdmicas.

Fonte: a autora (2011).
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6.2.1.Validacédo dos resultados de CGH-array em genes especificos

6.2.1.1.FISH

A técnica de FISH foi realizada para a validacao das altera¢cdes do numero de
cOpias obtidas por CGH-array para os genes BP1 e HER2. Dez casos pareados
foram analisados para estes genes, sendo que um minimo de 100 ndcleos
interfasicos foram avaliados em cada experimento.

Para o gene BP1, os resultados foram concordantes entre as duas técnicas
em 13 das 20 andlises (65,0%). Em 7 (35,0%), o nUmero de cépias do genes BP1
nao foi concordante entre o CGH-array e o FISH. Em relagdo ao gene HER2, a
validacdo se mostrou concordante em 55% dos casos (11) e ndo concordante em
45% (9). Nos graficos 18 e 19 estdo apresentadas as comparacdes dos resultados
das duas técnicas, para os dois genes avaliados.

Na figura 9 estdo os resultados de dois TP em relacdo aos genes BP1 e
HER2 pela técnica de CGH-array (A) e o resultado concordante de FISH para um
dos TP (B), em que foi encontrada amplificacdo para os dois genes avaliados (BP1

em verde e HER2 em vermelho).

Grafico 18: Comparacéao dos resultados de CGH-array e FISH para o gene BP1.
BP1
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Casos
B CGH-array FISH

Nos casos, a letra A representa o tumor primério e a letra B a metastase no linfonodo
sentinela correspondente.



Gréfico 19: Comparacédo dos resultados de CGH-array e FISH para o gene HER2.
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Nos casos, a letra A representa o tumor primario e a letra B a metastase no linfonodo

sentinela correspondente.
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Figura 9: Avaliacdo dos genes BP1 e HER2 por CGH-array (A) e FISH (B).

A: resultados de CGH-array, mostrando a amplificacdo dos genes BP1 (setas verdes) e
HER2 (setas vermelhas) no tumor primério 7A. B: andlise de FISH do mesmo tumor

primario, com amplificacéo dos genes BP1 (sondas verdes) e HER2 (sondas vermelhas).

Fonte: a autora (2011).
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6.2.1.2.PCR em tempo real

Os dados de CGH-array em relacdo ao numero de copias dos genes AKT1,
AKT2, BP1, FGFR2, HER2, PI3BKCA e PTEN foram validados através do sistema
TagMan Copy Number Assay. Esta validacdo foi possivel em 9 dos 10 casos
pareados analisados por CGH-array . No caso de numero 15 ndo foram obtidos
resultados na PCR em tempo real para nenhum dos genes acima avaliados.

Nos gréficos a seguir estdo apresentados os numeros de cOpias de cada
gene analisado por PCR em tempo real. A Ultima amostra de cada grafico (NC)

representa o controle normal do experimento (amostra ndo tumoral).

Gréfico 20: Andlise de niumero de cépias do gene AKT1 nos tumores primarios e nas
metéstases nos linfonodos sentinela.

Applied Biosystems CopyCaller™ Software v1.0
3. File: AKT1
1 Copy WM 2 Copies

Copy Number

0

1A 1B 4A 4B 5A 58 6A 6B 7A 7B 11A 11B 12A 13A 13B 14A 14B NC

As letras A representam os tumores primarios e as letras B representam as metastases nos
linfonodos sentinela de cada caso. NC: controle normal.
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Gréfico 21: Andlise de numero de cépias do gene AKT2 nos tumores primarios e nas

metastases nos linfonodos sentinela.

Applied Biosystems CopyCaller™ Software v1.0
4. File: AKT2
' 1 Copy M 2 Copies

Copy Number

1A 1B 4A 48 5A 5B 6A 6B T7A 7B 1A 11B 12A 13A 13B 14A

148 NC

As letras A representam 0s tumores primarios e as letras B representam as metastases nos

linfonodos sentinela de cada caso. NC: controle normal.

Grafico 22: Analise de numero de cépias do gene BP1 nos tumores primarios e nas

metastases nos linfonodos sentinela.

Applied Biosystems CopyCaller™ Software v1.0
2. File: BP1
1 Copy W 2Copies M4 Copies W10 Copies M >10 Copies

13
12
11

10

Copy Number

1A 18 4A 4B 5A 58 BA 88 7A 7B 1A 11B 12A 13A 13B

14B NC

As letras A representam 0s tumores primarios e as letras B representam as metéastases nos

linfonodos sentinela de cada caso. NC: controle normal.
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Gréfico 23: Andlise de numero de copias do gene FGFR2 nos tumores primarios e

nas metastases nos linfonodos sentinela.
Applied Biosystems CopyCaller™ Software v1.0

6. File: FGFR2
1 0 Copy 1 Copy M 2 Copies

Copy Number

=X

1A 1B 4A 4B 5A 58 6A 6B 7A 7B 1A 11B 12A 13A 13B 14A 14B NC

As letras A representam os tumores primarios e as letras B representam as metastases nos
linfonodos sentinela de cada caso. NC: controle normal.

Gréfico 24: Andlise de numero de clpias do gene HER2 nos tumores primarios e

nas metastases nos linfonodos sentinela.
Applied Biosystems CopyCaller™ Software v1.0

1. File: HER2
1 Copy M 2Copies M8 Copies 10 Copies

Copy Number

1A 1B 4A 4B 5A 58 6A 6B TA 78 1MA 1B 12A 13A 13B 14A 148 NC

As letras A representam os tumores primarios e as letras B representam as metastases nos
linfonodos sentinela de cada caso. NC: controle normal.
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Gréfico 25: Analise de numero de cépias do gene PIK3CA nos tumores primarios e

nas metastases nos linfonodos sentinela.
Applied Biosystems CopyCaller™ Software v1.0

11. File: PI3KCA

W0Copy /7 1Copy M 2Copies
4 e eseseseseseeiEeEeeeEeeeEeEeSeEeSeSee e eE e e et e E e e eSS e E eSS e e e e e e e e 4
B i

Copy Number
n

0

1A iB 4A 48 5A 5B 6A 68 7A 7B 11A 11B 13A 13B 14A 14B NC

As letras A representam 0s tumores primarios e as letras B representam as metastases nos
linfonodos sentinela de cada caso. NC: controle normal.

Gréfico 26: Andlise de numero de clpias do gene PTEN nos tumores primarios e

nas metastases nos linfonodos sentinela.
Applied Biosystems CopyCaller™ Software v1.0

File: PTEN

[10Copy [1Copy [ 2Copies

Copy Number

1A 1B 4A 4B 5A 5B 6A 68 7A 7B 11A 11B 12A 13A 13B 14A 14B NC

As letras A representam os tumores primarios e as letras B representam as metastases nos
linfonodos sentinela de cada caso. NC: controle normal.
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A comparacdo entre os dados do CGH-array com os dados de PCR em
tempo real mostrou uma porcentagem baixa de resultados concordantes para 0s
genes analisados. Os genes BP1 e HER2 foram 0s que apresentaram uma maior
concordancia entre as técnicas, 70,1% e 64,7% dos casos, respectivamente. Para o
gene AKT2, a concordancia ocorreu em 41,2% dos casos, seguido pelos genes
AKT1 e FGFR2 em 29,4% dos casos. O gene PIK3CA apresentou resultados
concordantes entre as técnicas em 25,0% dos casos e o gene PTEN em 11,8%.

Na tabela 20 estdo apresentados os resultados comparativos entre as duas
técnicas para os dois genes que apresentaram a maior porcentagem de
concordancia (BP1 e HER2). Na figura 10 estdo apresentados os resultados para

estes genes na analise de um caso pareado.

Tabela 20: Numero de copias dos genes BP1 e HER2 observado pelas técnicas de
CGH-array e PCR em tempo real.

Numero de copias de DNA — BP1 | Numero de cépias de DNA — HER2
Casos CGH-array PCR Validagao CGH-array PCR Validacgéao
1A Delecéo 2 - Normal 2 Sim
1B Normal 2 + Normal 2 +
4A Normal 2 + Normal 2 +
4B Normal 2 + Normal 2 +
5A Normal 2 + Amplificacdo 2 -
5B Normal 2 + Amplificacao 2 -
6A Normal 2 + Normal 2 +
6B Normal 2 + Normal 2 +
TA Amplificagcdo 10 + Amplificacdo 8 +
7B Amplificacéo >10 + Amplificacao 10 +
11A Normal 2 + Amplificacao 1 -
11B Normal 1 - Normal 1 -
12A Normal 1 - Normal 1 -
12B Normal NA NA Normal NA NA
13A Normal 4 - Normal 2 +
13B Normal 1 - Normal 2 +
14A Normal 2 + Normal 2 +
14B Normal 2 + Normal 1 -

NA: ndo analisado.
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Figura 10: Namero de copias do gene BP1 observado por CGH-array e PCR em

tempo real em dois casos.

A: CGH-array de dois casos pareados de tumores primarios (A) e metastases no linfonodo
sentinela (B). No caso 6 ndo foram observadas alteracdes (hormal) no gene analisado. No
caso 7 foram observadas amplificacdes (barras vermelhas) para o gene BP1 no TP e na
metastase do LNS. B: PCR em tempo real dos mesmos casos mostrando concordéncia em

relacdo a alteracdes do numero de cépias do gene BP1 obtida por CGH-array.
Fonte: a autora (2011).
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6.3.Correlagcdo com genes envolvidos na tumorigénese mamaria

Dentre as regides cromossdmicas mais comumente alteradas observadas por
CGH e as mais comumente alteradas observadas por CGH-array, selecionamos
nove regides cromossdmicas (pois estavam alteradas em ambas as técnicas) para
correlacionar com a presenca de genes envolvidos na tumorigénese mamaria. As
regides cromossdmicas selecionadas foram: 8q24.3, 11p15.5-p15.4, 11g13.1-913.4,
16p11.2, 17q12-g21, 17925.1-g25.3, 200913.33, 21922.3 e Xq13.1.

Na tabela 21 estdo apresentados os principais genes e microRNAs alterados
nessas regioes, sendo que a maioria deles ja foi descrita com associacao ao cancer

de mama, incluindo os processos de progressdo tumoral e metastase.

Tabela 21: Regides mais comumente alteradas, observadas por CGH e CGH-array,
e a presenca dos respectivos genes e microRNAs alterados nestas regioes.

Regido Genes MicroRNAs
8924.3 GPR20, BAI1, ARC, JRK, PSCA, LYPD2, MIR937, MIR661,
LY6D, CYP11B1, CYP11B2, LY6E, LY6H, MIR939, MIR1234

FAM83H, PARP10, CYHR1, KIFC2, FOXH1,
PPP1R16A, GPT, MFSD3, RECQL4, LRRC24,
MGC70857, KIAA1688

11p15.5- HRAS, RASSF7, IRF7, IGF2AS, CDKN1C MIR210, MIR675,
p15.4 MIR483

11q13.1- COXS8A,BAD, IGHMBP2,MYEOV, CCND1, MIR194-2, MIR1237,
q13.4 FGF19, FGF3, FADD, PPFIA1, CTTN MIR192, MIR612,

MIR548K, MIR139
16p11.2 TAOK2, HIRIP3, INO8OE, DOC2A, CCDC95,
TBC1D10B, MYLPF, SEPT1, ZNF48
17q12- MLLT6, PCGF2, PSMB3, LASP1, RPL19,
g21 MED1, NEUROD2, PPP1R1B, STARDS3,
TCAP, PNMT, ERBB2, GRB7, PSMD3, THRA,
NR1D1, CASCS3,

17925.1- SEPT9, TK1, CBX2, RACS, MIR636, MIR657,
g25.3 MIR338, MIR1250
20913.33 BIRCY MIR1-1, MIR133A2,

MIR124-3 MIR941-1,
MIR941-2, MIR941-3,
MIR1914, MIR647
21922.3  ABCGI1, TFF3, CRYAA, SIK1, AGPATS,
TRAPPC10, PWP2, ICOSLG, DNMT3L, AIRE,
PFKL, TRPM2, PTTG1IP, ITGB2PRDM15,
C2CD2,
Xq13.1 PJAL
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Para cada gene, foi investigada a sua funcdo celular e participagdo em
processos bioldgicos. Esta analise revelou o envolvimento dos genes em mais de 50
funcdes génicas/processos bioldgicos diferentes. A maioria dos genes alterados
(32%) participa da regulagédo da transcricdo do DNA, seguidos pela regulagdo da
proliferagéao celular (22%) e da transducéo de sinal, apoptose, resposta ao estresse,
resposta a danos e reparo do DNA (18%).

Dentre as outras funcbes génicas observadas, em menor frequéncia, estao:
migracdo e diferenciacdo celular, transporte, regulacdo da angiogénese,
senescéncia, entre outras. As funcdes génicas observadas no nosso pool génico e

suas respectivas freqiéncias (%) estdo apresentadas no gréafico 27.

Gréfico 27: Principais funcdes génicas observadas na analise dos genes presentes
nas principais regiées cromossémicas alteradas observadas neste estudo.

Funcbes Génicas

B PRegulacio da transcricio do DNA
E Regulacdo da proliferacdo celular

E Transducdo de sinal. apoptose. resposta ao estresse.
danos e reparo

E Regulacio do ciclo celular

E Resposta imumne, traducio do DINA, expressio génica
e processamento de metabdlitos

E Adesdo celular, replicacio e recombinacio do DINA,
resposta ao estimmilo hormal e a infegio viral
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6.4.Correlacdo com dados clinico-histopatolégicos

A Tabela 22 apresenta informacdes clinicas das 30 pacientes com tumores
analisados por CGH. Observa-se que as mesmas estao incompletas em 20 delas,
cujas amostras foram coletadas ha mais de seis anos, quando ndo estavam
disponiveis os dados sobre HER2 e receptores hormonais. Assim, as analises
resultando em informacgfes estatisticamente inconsistentes determinaram que as
mesmas nao fossem utilizadas como um dos objetivos do trabalho.

O tumor priméario de duas (6,7%) das pacientes apresentou grau |, de 21
(70,0%) eram do grau Il, de trés (10,0%) do grau lll, e de quatro (13,3%) nédo se
obteve informacgdes. Vinte e cinco (83,3%) pacientes apresentaram carcinoma ductal
invasivo, quatro (13,3%) carcinoma lobular invasivo e uma (3,3%) carcinoma tubulo-
lobular.

Para a analise da idade e do tamanho dos tumores das pacientes, a amostra
foi classificada em dois grupos, empiricamente estabelecidos de acordo com o
namero médio (10,0) do total de alteracdes cromossdmicas (ganhos + perdas)
detectados por CGH nos 30 tumores primarios analisados. Assim, a primeira
amostra (com menos de 10 alteracdes cromossdmicas) foi constituida por 16
pacientes. Nestas, a média da idade foi igual a 57,19 + 13,27 e, na segunda amostra
(com mais de 10 alteracdes cromossdmicas), constituida por 14 pacientes, a idade
média foi de 56,50 + 9,57. O tamanho médio dos tumores das pacientes do primeiro
grupo foi igual a 3,47 + 2,26 e do segundo grupo 3,29 + 2,10. A diferenca entre as
meédias nao foi estatisticamente significativa nem para idade (t=0,16;P>0,80) e nem
para o tamanho dos tumores (t=0,23;P>0,80).

Do grupo de 10 pacientes (casos 1 a 10) cujo material foi coletado mais
recentemente (2009 e 2010), seis (60%) apresentaram informacdes sobre HERZ2:
trés (50%) classificadas como 0, duas (33,3%) como +1, e uma (16,7%) como +3.
Todas as seis (86%) pacientes com informacdes para RE eram positivas. Tambeém,
seis pacientes apresentaram informacdes para RP: cinco (83,3%) positivas, uma
(16,7%) <5%.
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Tabela 22: Dados clinico-histopatolégicos das 30 pacientes analisadas por CGH.

Caso Idade (anos) TT (cm) Patologia GH HER2 RE RP
1 73 3,0 CDI 1 +3 + +
2 69 1,8 CDI Si Si Si Si
3 55 2,5 CLI Si Si Si Si
4 45 45 CLI 1 0 + +
5 53 1,8 CDiI ] +1 + <5%
6 61 8,0 CDI 1l 0 + +
7 58 2,0 CDI 11| Si Si Si
8 57 3,0 CDI [ +1 + +
9 35 3,2 CTB 1 0 +
10 67 1,4 CDI 1 Si Si Si

11* 53 2,5 CDI 1 Si Si Si
12* 45 4.0 CDI [ Si Si Si
13* 66 1,0 CDiI 1 Si Si Si
14~ 54 55 CDI 1 Si Si Si
15* 75 8,0 CDiI 1 Si Si Si
16* 58 1,0 CDI 1 Si Si Si
17~ 37 2,0 CDI 1 Si Si Si
18* 59 2,0 CDI 1 Si Si Si
19* 34 2,8 CDI 1 Si Si Si
20~* 59 2,0 CDI 1 Si Si Si
21* 50 3,5 CDI 1 Si Si Si
22* 56 3,5 CDil Si Si Si Si
23* 67 5,0 CLI Si Si Si Si
24* 44 1,2 CDI 1 Si Si Si
25* 51 6,0 CDI 1 Si Si Si
26* 64 55 CDI 1 Si Si Si
27*% 47 5,0 CLI 1 Si Si Si
28* 75 8,0 CDI 1 Si Si Si
29* 64 0,8 CDI 1 Si Si Si
30* 75 1,0 CDI 1l Si Si Si

TT:Tamanho do tumor; HER2: amplificacdo do gene HER2; RE: receptor de estrogénio; RP:
receptor de progesterona; CDI: carcinoma ductal invasivo; CLI : carcinoma lobular invasivo;
CTB: carcinoma tubulo-lobular; GH: grau histoldgico; si: sem informacgédo; *: amostras de
Santos et al., 2008.



91

6. DISCUSSAO

O cancer de mama é o tipo de cancer mais comum entre as mulheres,
responsavel por 22% dos casos novos a cada ano. E também o segundo tipo mais
frequente no mundo. Quando diagnosticado em um estdgio inicial e tratado
adequadamente, o prognostico € relativamente bom. Na populacdo mundial, a
sobrevida média apds cinco anos ao diagndstico é de 61%. Entretanto, no Brasil, as
taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas, muito provavelmente
porque a doenca ainda é diagnosticada tarde, quando esta ja se encontra em
estagios avancados (INCA/MS, 2011).

Atualmente, o prognéstico o cancer de mama € baseado em parametros
histoldgicos e clinicos, como a presenca ou auséncia de metastases em linfonodos
axilares, tipo e tamanho do tumor, presenca ou auséncia de receptores hormonais
(para estrégeno e para progesterona) e do receptor do fator de crescimento
epidermal (HERZ2). Destes, a determinacdo de células tumorais nos linfonodos
axilares é o fator prognostico mais eficaz (LINDAHL et al., 2000), sendo que a
presenca destas confere um alto risco de recorréncia da doenca.

O estadiamento do cancer de mama é baseado na andlise dos linfonodos
axilares, ou seja, se houver a presenca de células tumorais mamarias nestes
linfonodos, os pacientes sdo submetidos ao esvaziamento axilar completo, que
apesar de ser um método confiavel de controle de recorréncia, esta associado com
uma alta morbidade (SAKORAFAS et al., 2000; WRIGHT et al., 2003). A bidpsia do
linfonodo sentinela vem sendo utilizada no sentido de propiciar o estadiamento do
cancer de mama através de procedimentos pouco ou nao-invasivos, diminuindo a
morbidade e aumentando a qualidade de vida da paciente.

O linfonodo sentinela é o primeiro linfonodo da cadeia linfatica axilar e,
portanto, o primeiro a apresentar células malignas nos canceres de mama que
metastatizam. A positividade deste linfonodo € informativa sobre o estado dos
demais linfonodos axilares (GUENTHER et al., 2003; VERONESI et al., 2003) e é
utilizada como uma indicacdo para o esvaziamento axilar (GIULIANO, 1996;
BRESLIN et al.,, 2000; VERONESI et al.,, 2001). Desta forma, a avaliacdo deste
linfonodo para a deteccdo da presenca de células tumorais € de grande importancia.

Os meétodos atualmente disponiveis (analise histopatologica e menos
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frequentemente a deteccdo de marcadores moleculares tumorais por RT-PCR) nao
apresentam sensibilidade satisfatoria. Devido ao estabelecido valor preditivo da
bidépsia do LNS na pratica clinica, € de fundamental importancia a utilizacdo de
meétodos sensiveis e precisos para a deteccdo das células tumorais mamarias neste
linfonodo, para que se possa prever com seguranga quais 0S pacientes que
apresentam risco aumentado de comprometimento de outros nédulos axilares e,
consequentemente, de alta taxa de recidiva.

Neste estudo, um dos nossos objetivos foi caracterizar as células tumorais
presentes no LNS quanto a presenca de alterac6es de nimero de cépia de DNA.
Quinze amostras pareadas de tumor primario mamario e metastase no linfonodo
sentinela do mesmo paciente foram analisadas utilizando os métodos de CGH e
CGH-array.

As alteragbes cromossOmicas observadas foram comparadas entre oS
tumores primarios e as metastases nos linfonodos sentinela correspondentes, com
0s objetivos de caracterizar essas alteracdes, definir se o mesmo padrdo de
alteracdes ocorre em ambas as lesfes, se ha alteracdes nos tumores primarios que
possam ser indicativas de predisposicdo ‘a ocorréncia de metastases ou se ha
alteracbes restritas as metastases. Andlises de comparacbes de alteracbes
genéticas entre lesBes primarias e metastaticas no cancer de mama vém sendo
realizadas (KUUKASJARVI et al. 1997a; NISHIKAZI et al., 1997; PANDIS et al.,
1998; TEIXEIRA et al., 2002, TORRES et al., 2007; BECKER et al., 2008;
POPLAWSKI et al.,, 2010). No entanto, a maioria tem se limitado a linfonodos
axilares distais e/ou metastases hematogénicas. Analises em linfonodos sentinela
foram realizadas por poucos grupos de pesquisa (CAVALLI et al., 2003; SANTOS et
al., 2008; WANG et al., 2009).

Observamos, por CGH, um numero maior de altera¢cdes cromossémicas em
tumores primarios (300) do que em metastases nos linfonodos sentinela (256).
Embora a diferenca ndo seja estatisticamente significativa na proporgéo esperada de
ocorréncia ao acaso de 1:1, isso pode refletir a heterogeneidade de diferentes
clones com diferentes perfis gendmicos presentes no tumor primario, 0 que esta

relacionado aos diferentes estagios do desenvolvimento do tumor.
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Como referido em Resultados, as informacdes obtidas por CGH foram
analisadas tanto para casos (unidade de andlise: a paciente), como para
cromossomos (unidade de analise: o cromossomo). No primeiro caso, a analise da
variancia indicou um valor estatisticamente significante para as alteracdes
cromossOmicas, identificadas pelo teste de Duncan como ocorridas entre a média de
ganhos nos TP com as de perdas tanto nos TP como nas metastases no LNS. O
teste do qui-quadrado, aplicado ao total de aberracbes cromossdmicas (ganhos +
perdas) observadas nos TP e nas metastases nos LNS nas 30 pacientes nos
fornece uma informacao interessante, ja que a sua distribuicdo, homogénea ou néo,
ja é indicativa da dependéncia da ocorréncia das mesmas nos LNS em funcéo das
dos TP. O resultado deste teste foi estatisticamente significante indicando que nos
30 casos analisados o total de alteracbes cromossdmicas nao se distribuiu
igualmente. Esta heterogeneidade da distribuicdo das alteracfes cromoss6micas é
melhor definida, quantitativamente, pelos resultados do coeficiente de regressao
utilizado, considerando-se que o tumor primario, sendo o0 primeiro evento
cancerigeno, é a variavel independente e que as metastases nos linfonodos
sentinela, sendo de ocorréncia consequente (e subsequente), se caracterizam como
eventos dependentes do primeiro. Realmente, como indicado pelo teste do qui-
quadrado, os resultados do coeficiente de regresséo (ver Resultados) ndo foram
estatisticamente significantes, tanto para ganhos de alteracdes cromossémicas,
como para perdas, e ainda para o total das mesmas (ganhos+perdas). Assim, na
nossa amostra, o0 numero de alteracdes cromossomicas observadas nos LNS das 30
pacientes analisadas ndo depende do numero de alteracdes dos TP.

J4, quando os cromossomos foram considerados como unidade de analise, a
comparacdo entre as médias das alteragcbes cromossdmicas para Cromossomos,
pela analise de variancia, foi inviabilizada pelo resultado do teste de Bartlett, que
indicou que os quadrados meédios das amostras apresentavam diferencas
estatisticamente significantes. No entanto, o teste t de Student utilizado (respeitando
0 rigor estatistico) forneceu resultados no mesmo sentido dos observados pelo teste
de Duncan, como acima foi descrito para casos. Novamente, identificou-se que a
meédia de ganhos de alteragdes cromossdmicas nos 23 cromossomos foi maior, e
estatisticamente significante, do que as médias de perdas tanto dos TP como das
metastases dos LNS. O teste do qui-quadrado, ndo sendo estatisticamente

significante, indicou que o total de alteragcbes cromossdmicas se distribuiram
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igualmente nos 23 cromossomos analisados e, como esperado, os valores do
coeficiente de regressédo foram estatisticamente significantes, tanto para ganhos
como para perdas, e ainda para o total de alteracbes cromossémicas, demonstrando
gue o numero das mesmas observado nos LNS depende do numero que ocorre nos
TP.

A analise de CGH-array, ao contrario do observado na analise por CGH,
revelou um maior numero de alteracdes nas metastases nos linfonodos sentinela
(95) do que nos tumores primarios (93). Embora estes resultados sejam muito
semelhantes, estdo de acordo com os descritos por NISHIKAZI et al. (1997), que
observaram um numero maior de alteracBes cromossGmicas nas metastases nos
linfonodos axilares quando comparados com 11 tumores primarios correspondentes.
As alteragcfes nas metastases nos linfonodos sdo geralmente descritas como menos
heterogéneas geneticamente do que as presentes nos tumores primarios.
Possivelmente, como resultado da pressao seletiva a que as células malignas sao
submetidas durante a progressdo tumoral, sendo que apenas um ou poucos dos
multiplos clones que estdo presentes nos tumores primarios, metastatizam
(TEIXEIRA et al., 1996b; PANDIS et al. 1998; ADEYINKA et al. 2000).

Na andlise estatistica dos dados obtidos por CGH-array, seguimos o mesmo
procedimento utilizado para a analise dos dados de CGH. Tanto para casos como
para cromossomos, 0 teste de homogeneidade das variancias indicou valores
estatisticamente significantes. Para casos, as meédias de amplificacdes e de
delecdes de alteracbes cromossOmicas foram, respectivamente, muito semelhantes
ou iguais nos TP e nos LNS, tornando desnecesséria a comparagao estatistica entre
as mesmas. Para cromossomos, as comparacgdes entre as diferencas das médias de
amplificagbes e de delegbes, tanto nos TP como nos LNS, foram estatisticamente
significativas, demonstrando, uma vez mais, que a presenca adicional de material
genético nos cromossomos é estatisticamente maior do que a falta do mesmo.
Como nos dados obtidos por CGH, nos de CGH-array também observou-se que as
alteracbes cromossdémicas ndo estdo homogeneamente distribuidas quando
consideramos as pacientes como unidade de analise, e apresentam-se
homogeneamente distribuidas quando os cromossomos sdo a unidade de analise.
Isso determinou, como na andlise por CGH, que nos cromossomos ha uma

dependéncia da ocorréncia do numero de alteracbes cromossdmicas (com excecao
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das delec¢des) nos LNS em funcédo das que ocorrem nos TP. Estes resultados, tanto
no CGH como no CGH-array, sdo interessantes porque demonstram que nas
pacientes o numero de alteracbes cromossémicas que ocorrem no LNS néo
depende do numero observado no TP. Ja, quando consideramos o conjunto dos 23
cromossomos, independente das pacientes, detecta-se que ha uma dependéncia
estatisticamente demonstrada. Assim, de acordo com os dados da nossa amostra,
0S cromossomos € que sdo a unidade de andlise relevante para a ocorréncia
guantitativa das aberracdes cromossémicas nos LNS em funcéo das do TP, e ndo a
paciente. Evidentemente que, de acordo com o método cientifico, estas informacgdes
devem ser interpretadas com cautela e avaliadas pela reprodutibilidade das
mesmas, utilizando os mesmos ou outros métodos e amostras de tamanho mais
consistente.

Os nossos dados demonstrando, tanto por CGH como por CGH-array
(excecdo para casos em CGH-array), que ganhos ou amplificacdes de regides
cromossOmicas sao mais frequentes, com diferencas estatisticamente significativas,
do que as perdas ou delec¢des, indicam que o0s oncogenes tém uma funcao
quantitativamente relevante na tumorigénese mamaria quando comparados com 0s
genes supressores de tumor. No entanto, deve-se salientar que qualitativamente a
mesma comparacdo ndo € apropriada. Considerando que 0s oncogenes sao
dominantes ao nivel celular e os genes supressores de tumor recessivos (com
excecdes, como, por exemplo, o TP53 - dominante negativo), este achado ja era

esperado e é frequentemente descrito por outros autores (INGVARSSON, 2004).

Em relacdo a alteragbes cromossdmicas em comum entre 0s casos pareados,
26 dos 30 (86,7%) casos analisados por CGH apresentaram pelo menos uma
alteracdo cromossdmica em comum. Essa freqiéncia € maior do que as descritas
por KUUKASJARVI et al. (1997a), que identificaram relacdo clonal em 70% das
metastases e dos tumores primarios correspondentes e 30% de divergéncia. Em
nosso estudo, as alteracbes mais comuns em ambos os grupos foram: ganhos em
1p, 1q, 6p, 8q, 9q, 11p, 12q, 16, 17, 18p, 19, 20, 21q e 22, e perdas em 1p, 2q, 4q,
60, 13q, 189 e Xg. Ganhos em 1q e 17q, e perdas em 6q e 13qg foram descritas por
NISHIKAZI et al. (1997) como altera¢fes frequientes em tumores de mama primarios
e nos linfonodos axilares correspondentes. As mesmas também foram observadas

por KUUKASJARVI et al. (1997a), em tumores primarios pareados com tumores
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metastaticos localizados em diferentes sitios anatdmicos, indicando uma relagéo
clonal entre essas lesdes. Com esses resultados pode-se sugerir que ganhos em 1q
e 17q e perdas em 6q e 13g ocorrem em estagios iniciais da carcinogénese
mamaria, precedendo alteracdes mais complexas observadas durante a progressao
metastatica.

O CGHe-array, no presente estudo, detectou alteracdes cromossdémicas em
comum entre 5 dos 10 (50%) casos pareados analisados. As regifes
cromossOmicas mais frequentemente alteradas em ambos os grupos foram: 1g21.1-
g25.3 (4 amplificacbes e 2 delecdes), 8g24.3 (5 amplificacdes), 10926.3 (3
amplificagbes), 11p15.5-p15.4 (5 amplificagbes e 2 delegdes), 11913.1-q13.4 (4
amplificacGes e 4 delecbes), 14g21.1 (3 amplificacBes), 16pll.2 (3 amplificacdes),
17912-g21 (4 amplificacdes), 17925.1-q25.3 (3 amplificacdes), 20913.33 (5
amplificagbes), 21922.3 (3 amplificagbes e 1 delegéo) e Xql13.1 (5 amplificagbes e 1
delegé&o).

Observa-se que tanto na andlise por CGH como por CGH-array, a frequéncia
de alteracdes ndo compartilhadas pelos tumores primarios e pelas metastases nos
linfonodos sentinela (76,3% e 85,1%, respectivamente) é alta, sugerindo que muitos
clones sdo submetidos a uma forte pressdo seletiva durante o processo de
metastatizacdo. No entanto, ressalte-se que das 25 alteragcbes mais frequentes
detectadas por CGH, tanto nos TP como nos LNS, 80% delas foram comuns a
ambos os tecidos, e esta frequéncia chega a 90% das 10 mais frequentes quando
consideramos os dados de CGH-array . Evidentemente que estes dados ndo séo
despreziveis para a identificacdo de marcadores moleculares potencialmente
capazes de informar sobre o prognostico metastatico de um tumor primario, de
acordo com uma das hipdteses que admite que a metastatizacao € um evento que ja
pode ser determinado geneticamente no tumor primario (VAN'T VEER et al., 2002;
RAMASWAMY et al., 2003; JONES et al., 2008; STOECKLEIN E KLEIN, 2010).

As analises de CGH e a de CGH-array, tanto nos TP como nas metastases
dos LNS, identificaram o maior niumero de alteracbes no cromossomo 1. Foram
observadas nesse cromossomo, por CGH, 34 alteracbes nos TP e 27 nas
metéstases nos LNS, sendo que o numero de ganhos foi maior que o de perdas (29
e 21, respectivamente). O perfil geral do CGH (TP + LNS, figura 5) apresenta

alteracbes no cromossomo inteiro, com ganhos em 1p e 1q (principalmente
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+1pter~p32 e +1g22~qter) e perdas em 1p (-1p31~p2l1l). Por CGH-array, o
cromossomo 1 apresentou 10 alteracdes (8 amplificacdes e 2 dele¢cbes) nos TP e 12
(9 amplificacbes e 3 delecbes) nas metastases nos LNS. As regides mais
comumente alteradas foram 1p36.21 e 1g21.1-g25.3.

As alteragbes no cromossomo 1 séo freqientemente observadas em tumores
de mama, assim como em outros tipos de tumores soélidos (STRUSKI et al., 2002;
TEIXEIRA et al., 2002; CHAUDHARY e SCHMIDT, 2006). Ganhos em 1p foram
descritos em uma série de estudos que utilizaram CGH (LOVEDAY et al., 2000;
WEBER-MANGAL et al, 2003; NESSLING et al., 2005). MANGIA et al. (2008),
estudando tumores BRCAX, identificaram, além de ganhos em 1p, ganhos em
regides pouco descritas como 4p, 4q, 5p, 129 e 19p. As perdas em 1p foram
observadas em 8 dos 30 (26,7%) casos analisados nesse estudo. Esta alteracéo
também foi descrita por outros pesquisadores, como um evento recorrente em
tumores de mama (HERMSEN et al., 1998; TIRKKONEN et al., 1998; VALLADARES
et al., 2004).

Diversos estudos observaram, também por CGH, ganhos em 1q, sendo que
em alguns casos essa foi a alteracdo mais frequente (NISHIKAZI et al., 1997;
HERMSEN et al., 1998; TIRKKONEN et al., 1998; LARRAMENDY et al., 2000;
LOVEDAY et al., 2000; FUNG et al., 2001; CINGOZ et al., 2003; RENNSTAM et al.,
2003; FARABEGOLI et al., 2004). Como nos tumores primarios, também foram
observados ganhos em 1g em lesdes metastaticas. KUUKASJARVI et al. (1997a)
estudaram 29 amostras de metastases correspondentes a tumores primarios de
mama, localizadas em diversos sitios anatdomicos (linfonodos regionais,
supraclavicular, pulméo, cavidade abdominal, medula éssea e outros), e observaram
uma frequéncia de 52% de ganhos em 1q e 28% de perdas em 1p. NISHIKAZI et al.
(1997) encontraram uma frequéncia superior a 35% de ganhos em 1q em linfonodos
axilares de 11 pacientes com tumores primarios de mama.

A utilizacdo do CGH-array tem como objetivo refinar a identificacdo das
regibes cromossdmicas alteradas em cancer de mama, facilitando a identificacédo de
genes em tais regibes. Assim como em estudos usando CGH convencional, os
estudos que utilizaram CGH-array também mostraram que ganhos em 1g sao
frequentes em canceres de mama (LOO et al., 2004; HAN et al., 2005; NESSLING et
al., 2005; FRIDLYAND et al., 2006). POPLAWSKI et al. (2010), analisando amostras

pareadas de tumor primario e metastases, identificaram ganhos em 1q adquiridos
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nas metéstases e sugeriram que uma maior investigacdo sobre os mesmos por
parecem estar relacionados a um pior prognastico.

STANGE et al. (2006) analisaram carcinomas ductais invasivos e carcinomas
lobulares invasivos e concluiram que alteracdes de numero de copia em 1q e 16p
poderiam diferenciar esses dois tipos de carcinoma. Em relagdo aos ganhos em 1q,
as regides 1g24.2-25.1 e 1925.3-gq31.3 foram as que apresentaram mais alteragoes.
A regido 1g25.3 esta presente no intervalo 1g21.1-g25.3, que foi observado alterado
em 6 (60%) casos analisados por CGH-array no presente estudo. Essa regido
cromossémica vem sendo considerada um sitio fragil no céncer de mama
(WIECHEC et al., 2008, 2011).

A alta frequéncia de alteracdes no cromossomo 1 determinou a intensificacao
de estudos para a localizacdo de genes presentes neste cromossomo que estejam
envolvidos com a carcinogénese mamaria. No estudo de STANGE et AL. (2006),
citado acima, foram identificados dois genes: FMO2 e PTGS2 (COX2). A
desregulacdo do gene PTGS2 (COX2) ja foi observada em tumores epiteliais e tem
sido associada com canceres de mama mais agressivos (tumores com tamanho
grande, linfonodos axilares positivos e HER2 positivo) (Arun et al., 2004; Saji et al.,
2004, citados por STANGE et al., 2006). Além disso, SINGH et al. (2005)
observaram que a expressao aumentada do gene PTGS2 (COX2) em células de
cancer de mama potencializa a mobilidade celular e a capacidade de invasdo das
mesmas, sugerindo sua participacdo no mecanismo de formacéao de metastases.

Alteracbes no numero de copias do DNA no cromossomo 6 também foram
frequentemente observadas nos casos analisados e as perdas detectadas em 6q,
principalmente na regidao 6q13~q23, corroboram resultados encontrados por outros
autores (KUUKASJARVI et al.; 1997a; NISHIKAZI et al., 1997; RICHARD et al.,
2000; JOHNSON et al., 2008).

Genes supressores de tumor vém sendo pesquisados em 6q. Um possivel
gene supressor, SASH16 (6g24.3), apresentou expressédo reduzida em 74% dos
tumores de mama em compara¢do com o tecido epitelial mamério normal. Mutacdes
na regido codificadora deste gene nao foram identificadas, sugerindo que outros
mecanismos, como por exemplo, metilacdo da regido promotora do gene, podem ser
responsaveis pela perda da expressdo do mesmo (ZELLER et al.,, 2003). Outro
gene candidato, HIVEP2 (6g23~g24), apresentou 0 nivel de expressao protéica

significativamente reduzido em canceres de mama em relacdo ao tecido normal, o



99

que pode representar um dos eventos genéticos envolvido na carcinogénese
mamaria (FUJII et al., 2005).

Em relacdo ao cromossomo 8, ganhos e amplificacbes em 8q foram
observados por CGH e CGH-array . Ganhos em 8q ja foram descritos como
associados a uma alta taxa de proliferagdo celular, parcialmente explicada pela
amplificacdo do gene C-MYC. No presente estudo, a maioria dos ganhos e
amplificacdes foi observada em 8g24.3, regido cromossdmica proxima ao loci do C-
MYC (8924.1). Entretanto, a amplificag&do deste gene néo foi observada, assim como
em outros estudos (YAO et al.,, 2006; HAN et al., 2010). Isso pode indicar que
existem outros genes importantes para a tumorigénese mamaria em 8g24.

A regido 8024 estad frequentemente amplificada no cancer de mama e,
primeiramente, através de estudos com CGH, sugeriu-se que essa regido fosse um
anico amplicon. A resolucdo aumentada do CGH-array possibilitou a distincdo de
diferentes regides que contém ganho de numero de copias de DNA em 8g24 e
varios genes que podem estar envolvidos no cancer de mama: PTK2 (FAK), GPR20,
BAI1l, ARC, JRK, PSCA, ARS, LYNX1, LY6D, GML, CYP11B1, CYP11B2, LY6E,
HHCM, LY6H, TOP1MT, RHPN1, COL22A1, KCNK9, CHRAC1, e EIF2C2 (NAYLOR
et al., 2005; CHIN et al., 2007; HAVERTY et al., 2008). HAWTHORN et al. (2010)
encontraram 3 regides com ganhos em 8g24, e trés genes com expressdo génica
aumentada: FAM83H, RECQL4 e KIFC2. O gene RECQL4 ja havia sido associado
com um aumento do potencial metastatico em tumores de mama (THOMASSEM et
al., 2009).

O cromossomo 11 também apresentou um grande numero de alteracées no
presente estudo, sendo o segundo mais alterado nos resultados do CGH-array (9
alteracdes nos TP e 10 nas metastases dos LNS). As regibes mais comumente
alteradas foram 11p15.5-p15.4 e 11913.1-g13.4. Ambas as regibes apresentaram
tanto amplificacbes como delecdes, corroborando alteragbes previamente descritas
em cancer de mama. PIERGA et al. (2007) analisaram tumores mamarios antes e
depois do tratamento quimioterapico neoadjuvante (amostras de biopsia e peca
cirdrgica) e observaram amplificacdo adquirida da regido 11pl15.2-p15.5 nas
amostras cirurgicas. Por outro lado, HAN et al. (2010) estudaram tumores RE+ que
apresentavam recorréncia, mesmo apos o tratamento com Tamoxifeno, na tentativa
de identificar marcadores de progndstico para esse subtipo de cancer. Dentre as

alteracdes cromossbmicas mais significantes, no grupo de recorréncia, estava a
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delegcdo em 11p15.5-p15.4. Ao ajustar o resultado observado de acordo com o
status linfonodal, os autores encontraram a dele¢cdo de 11p15.5 no grupo positivo
(LN+).

Andlises de padrbes de metilacdo em 11p15 tém sido frequentes. A delecéo
dessa regido em diferentes tipos de cancer sugere a presenca de genes
supressores de tumor, sendo que o ganho de imprinting pode determinar a perda de
expressao génica. SCELFO et al. (2002) observaram que a perda de metilacdo do
gene materno KvDMR1 é comum no cancer de mama, figado, cervical e gastrico
(frequéncia de 30 a 50%). GALLAGHER et al. (2006) também observaram ganho
de imprinting em 11p15.5 em tumores de mama.

Ganhos em 11qg também j& foram descritos. A amplificagdo do gene CCND1,
localizado em 11g13.2, tem sido observada em canceres de mama, sendo que ROY
et al (2010) a observaram em 29% de 93 tumores de mama RE+. GRUEL et al.
(2010), estudando carcinomas lobulares invasivos, também encontraram a
amplificacdo, e consequente superexpressao, desse gene. PIERGA et al. (2007)
observaram ganhos em 11q, em tumores RE-, e JONSSON et al. (2010) detectaram
ganhos especificamente em 11q13. Além disso, alteragcbes em 11q j& foram
previamente relacionadas com uma baixa taxa de sobrevida em pacientes com
cancer de mama (ALBERTSON, 2006; CHIN et al., 2007; PATERSON et al., 2007).

Ganhos do numero de copias no cromossomo 16 foram freqlientes nos casos
estudados no presente estudo, sendo que nos tumores primarios foram observadas,
por CGH, 25 alteracbes (22 ganhos e 3 perdas) e nas metastases dos linfonodos
sentinela 17 (15 ganhos e 2 perdas). Por CGH-array, observou-se no cromossomo
16 um maior numero de alteracdes nas metastases dos linfonodos sentinela, sendo
4 amplificacdes e 4 delegcbes. Considerando os TP e os LNS, as regibes
cromossOmicas principalmente alteradas foram 16p13.3,16924.3 e 16pl11.2, com a
tltima se mostrando mais alterada quando consideramos todas as amostras
analisadas em conjunto.

Outros estudos também descreveram alteracbes de ganho de numero de
coOpia na regidao cromossomica 16pll.2 (MULERIS et al., 1994; STANGE et al.,
2006; PARRIS et al., 20010). Ap6s observarem ganhos nessa regido cromossoémica
presente em todos os 40 canceres de mama invasivos analisados, STANGE et al.
(2006) identificaram quatro genes nesse segmento cromossdmico, com possivel
envolvimento na patogénese tumoral mamaria: RNF40, BCL7C, FUS e ITGAX.
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Porém, apenas os genes BCL7C e FUS foram observados com expressao
significativamente aumentada em carcinomas lobulares invasivos pelos mesmos
autores. Em um estudo mais recente, PARRIS et al. (2010) identificaram um
aumento do numero geral de alteracdes cromossémicas durante a progressao de
tumores mamarios em 15 regiées cromossdmicas especificas (incluindo 16p11.2),
que apresentaram o numero de coOpias de DNA alterado em pelo menos 25% da
amostra (n=97).

Em muitos estudos foram observadas alteragcbes de perda em 16q
(NISHIKAZI et al.,, 1997; TIRKKONEN et al., 1998; TEIXEIRA et al., 2002;
RENNSTAM et al., 2003; ROYLANCE et al., 2006; STANGE et al., 2006). A perda
completa do braco longo do cromossomo 16 é uma alteracdo comum e inicial em
tumores de mama in situ e invasivos, sendo que esta associada com a diminuicédo
da expressao de diversos genes em 16q (CDA08, CGI-128, SNTB2, NQO1, SF3B3,
KIAAO174, ATBF1l, GABARAPL2, KARS, GCSH, MBTPS1 e ZDHHC?)
(HURGERMANN et al., 2011). Genes supressores de tumor, como o gene da E-
caderina, vém sendo investigados, principalmente pela andlise de perda de
heterozigosidade, entretanto o0s resultados ainda nao sao consistentes
(DROUFAKOU et al., 2001; RAKHA et al., 2006; ROYLANCE et al., 2006).

Admite-se que a frequéncia elevada dessa alteracdo tenha importancia
individual no desenvolvimento do cancer mamario, e especula-se que a presenca
simultanea do ganho em 1q e perda em 16q esteja associada a etapas iniciais da
tumorigénese mamaria (TIRKKONEN et al., 1998, BUERGER et al.,, 2000) e a
fatores prognosticos favoraveis, como a presenca de receptores de estrogeno e
progesterona e uma taxa de sobrevida geral maior do que em outros pacientes
(RENNSTAM et al., 2003; FARABEGOLI et al., 2004). Em nosso estudo, 6 casos
(10%) analisados por CGH e apenas 1 caso (5%) analisado por CGH-array
apresentaram perda em 16q, o que nao permite avaliacbes consistentes.

O cromossomo 17 é outro alvo de investigacdo intensa no cancer de mama. E
estabelecido que a amplificacdo da regido 17ql12-g21 (amplificada em 20% dos
casos analisados por CGH-array do presente estudo) € 0 mecanismo mais comum
de ativacdo do oncogene HER2 no cancer de mama, determinando a co-ativagao de
varios outros genes. Os genes co-amplificados e co-ativados podem ter um papel
importante na progressdo da doenca e na resposta clinica, representando entédo
importantes alvos de pesquisa (KAURANIEMI e KALLIONIEMI, 2006).
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Na regido 17g12-g21 j& foram descritos 11 genes com um Suposto
envolvimento no desenvolvimento do cancer de mama (MED1, STARD3, HERZ2,
GRB7, THRA, RARA, TOP2A, IGFBP4, CCR7, KRT20, KRT19 e GAS)
(EJLERTSEN et al., 2010; LAMY et al., 2011). LAMY et al. (2011) avaliaram genes
localizados em 17q e observaram que a amplificacdo de RARA, KRT20 e KRT19
estava significativamente associada com tumores com linfonodos positivos (P =
0.030, P = 0.002 e P = 0.033, respectivamente). Os autores concluiram que a
amplificagdo do HER2 possivelmente orienta a instabilidade gendomica em 17q,
resultando em diferentes padrdes de amplificagdes génicas.

O estudo de WANG et al. (2009) analisou carcinomas ductais invasivos com
metastases no LNS e metastases distais. Dentre as regides que mais apresentaram
ganhos de numero de coOpia no grupo de carcinomas com metastases no LNS,
estava 17923-g25.

Nesse estudo, observamos também amplificacdes na regido 17925.1-925.3
(15% dos casos analisados por CGH-array). A regidao 17925.1, entretanto, vem
sendo descrita como local de perdas/delecbes de numero de cépias de DNA,
inclusive com genes com baixa expressao, como os ja identificados: TOC, DMC1 e
DMHC (FUKINO et al., 1999; HARADA et al., 2001; MIKAMI et al., 2001). O gene
TK1, localizado em 17025.2-g25.3, apresentou perda de heterozigosidade em
tumores primarios de mama, evidenciando também delecbes nessa regido (PETTY
et al., 1996). Na regido 17925.3 foram descritas amplificacdes (MONTAGNA et al.,
2003; HWANG et al., 2008) e delecdes (MORRIS et al., 2000).

Ganhos em todo o cromossomo 19, 20, em 219 e em 22q foram observados
por CGH na maioria dos casos analisados. Entretanto, a analise conjunta com dados
de CGH-array, revelou que 20q e 21g foram mais comumente alteradas. Diversos
estudos descreveram uma alta freqtiéncia de ganhos no cromossomo 20, tanto por
CGH, como por CGH-array (CINGOZ et al.,, 2003; RENNSTAM et al., 2003;
FARABEGOLY et al., 2004; NESSLING et al., 2005; FRIDLYAND et al., 2006).

Ganhos em 20q tém sido associados com um fenétipo tumoral mais agressivo
(TANNER et al., 1996; TIRKKONEN et al., 1998; BUERGER et al., 2000), com alto
grau histologico, linfonodos axilares positivos, tamanhos maiores do tumor, altas
taxas de proliferagéo celular e com pacientes RP- (RENNSTAM et al., 2003).

Na regido 20913 esta localizado o gene BTAK, cuja amplificacéo e expressao

aumentada tém sido observadas em canceres de mama, e parecem estar
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associadas ao inicio da carcinogénese mamaria, resultando em transformacéo
maligna através da inducao de instabilidade genética (PIHAN et al., 2003; ROYCE et
al., 2004; WANG et al., 2006). Além disso, MIYOSHI et al. (2001) observaram
associacdes positivas entre a expressdo aumentada do gene BTAK com tumores de
alto grau histologico e negativos para receptores de estrdgeno e progesterona,
sugerindo que este evento possa indicar um pior progndstico e resisténcia a terapia
endaocrina.

Em nosso estudo, encontramos principalmente amplificacdes na regido
20g13.33. O mesmo foi descrito por HAN et al. (2010), que utilizaram CGH-array
para avaliar se a resposta a terapia neoadjuvante poderia ser predita por diferentes
alteracdes genéticas. As pacientes que nao respondiam a terapia apresentaram
alteracdes genéticas mais complexas do que as que respondiam, sendo que 57%
dos ganhos/amplificagbes foram observados em 20q. Entre as menores regides
cromossOmicas com ganhos estava 20g13.33.

Um dos genes localizados em 20q13.33, o D54, foi analisado em 95 tumores
de mama por SHERATA et al. (2008), e verificou-se que o mesmo estava
significativamente superexpresso em relagéo ao tecido normal. Algumas alteragdes
cromossbmicas associadas a genes candidatos podem contribuir também para
defeitos do centrossomo. Por exemplo, o ganho da regido 20913.2 foi observado,
por GAO et al. (2011), principalmente em tumores com uma maior expressdo da
proteina do centrossomo. Essa regido cromossbmica contem o gene candidato
STK15, que codifica uma quinase associada ao centrossomo, que pode induzir a
sua duplicagcdo, causando anormalidades de distribuicho cromossdomica e
aneuploidias em células de mamiferos. Essa quinase ja foi descrita superexpressa
em diferentes tipos de tumores humanos, incluindo o de mama (ZHOU et al., 1998).

Ganhos em 21q, presentes em nosso estudo, corroboram outros da literatura.
Analisando carcinomas de mama do tipo ductal in situ, AUBELE et al. (2000)
observaram que 0s mesmos eram predominantemente caracterizados por ganhos
de numero de cépias e acharam alteracdes cromossOmicas consistentes em 21q.
Em outro estudo, tumores RE-, comparados com RE+, apresentaram, entre outras
alteracdes cromossémicas, ganhos em 21q (FANG et al., 2011).

A regido 21922.3 apresentou 3 amplificacdes e 1 dele¢do, no presente

estudo, quando analisada por CGH-array . Também utilizando esse método,
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HWANG et al. (2008) analisaram 62 tumores de mama primarios, observando
ganhos de cOpias nessa mesma regido.

Em relacdo ao cromossomo X, alteragcdes cromossdmicas, principalmente em
Xq, foram observadas em diversos estudos. Utilizando CGH, observamos
principalmente perdas em Xq, entretanto, a analise por CGH-array identificou uma
pequena regido no braco longo (Xgl3.1) que apresentou 5 amplificagbes e 1
delecdo apenas.

SIMPSON et al. (2008) estudaram carcinomas lobulares pleomérficos, um tipo
de cancer de mama que apresenta caracteristicas associadas ao carcinoma lobular
in situ, mas com um comportamento clinico mais agressivo. Entre as alteracfes de
namero de coOpia mais recorrentes nessa amostra, observaram perdas em Xq.
Essas, também ja foram descritas em canceres de mama do tipo basal (YU et al.,
2009) e também na andlise de 24 linhagens tumorais de cancer de mama (SALITO
et al., 2009).

Ganhos em Xqg foram observados entre as alteracbes comuns em uma
analise conjunta com canceres de mama dos tipos ductal in situ, invasivo e
hiperplasia ductal atipica (Gao et al., 2009). GAO et al. (2011) também observaram
ganhos em Xq e sugeriram genes candidatos envolvidos na carcinogénese mamaria.
Um deles seria o gene HHR6A, que codifica a proteina Rad6, um importante fator de
transcricdo com funcdo relevante na interfase e em estagios mitéticos do ciclo

celular.

Neste estudo, realizamos a validacdo das alteracbes observadas por CGH-
array em sete genes especificos: AKT1, AKT2, BP1, FGFR2, HER2, PIK3CA e
PTEN. Estes genes foram selecionados devido as suas respectivas relevancias e
participacfes na tumorigénese mamaria, incluindo o processo de metastatizacao.

O receptor 2 do fator de crescimento epidermal (HER2) foi observado
amplificado em uma linhagem tumoral mamaria ha mais de 25 anos (KING et AL.,
1985) e sua amplificacdo foi caracterizada como importante para a patogenia e
progressao do cancer de mama 2 anos depois, em 1987 (SLAMON et al., 1987).
Desde entdo, a amplificacdo desse gene e a superexpresséo da proteina codificada
pelo mesmo foi associada a importantes vias de proliferagdo tumoral. Atualmente o
gene HER2 é considerado um marcador tumoral que € avaliado rotineiramente para

a determinacao do prognadstico e também do tratamento pos-cirurgico. Assim como o
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RE e RP, cujas pacientes positivas séo tratadas pelo Tamoxifeno ou inibidores de
aromatase, para as pacientes com amplificacdo do HER2 é indicado um tratamento
especifico com o anticorpo monoclonal Trastuzumab, que bloqueia especificamente
os dominios intracelulares e/ou extracelulares do receptor HER2, tornando-o inativo
(TUBBS et al., 2001). Entre 15-25% dos canceres de mama apresentam um alto
nivel de amplificacdo do HER2. O numero de cépias desse gene pode chegar a 25-
50 copias, levando a um aumento de 40-100x de proteina, resultando em
aproximadamente 2 milhdes de receptores celulares expressos na superficie das
células tumorais (KALLIONIEMI et al., 1992). Na andlise de tumores primérios de
mama e metastases em linfonodos sentinela, CAVALLI et al. (2008) observaram
amplificagéo do gene HER2 em 22% das amostras analisadas.

A proteina BP1 (Beta proteina 1) € codificada por um gene (de mesmo nome)
pertencente a superfamilia de genes homeobox de fatores de transcri¢do, e se liga
ao DNA com a funcdo de silenciamento de sequéncias (CHASE et AL., 2002).
Estudos com esse gene revelaram que o mMRNA estava presente em 80% dos
carcinomas mamarios ductais infiltrantes analisados, enquanto ausente em amostras
normais (FU et al, 2003). Ainda, a proteina BP1 foi detectada, por
imunohistoquimica, em 21% das hiperplasias mamarias, 46% dos carcinomas
ductais in situ e 81% dos carcinomas ductais infiltrantes, porém foi raramente
detectada em tecidos de mama normais (MAN et al., 2005). CAVALLI et al. (2008)
avaliaram a amplificacéo, por FISH, e expressao protéica (por imunohistoquimica) do
gene BP1 em 20 tumores primarios e 14 metastases em linfonodos sentinela. O
numero aumentado de copias do gene foi encontrado em 36% dos TP e 29% dos
LNS, e a proteina estava expressa em 91% das amostras (todos os TP com ganho
de cépias do BP1 e em 65% dos TP com numero de copia normal). Os autores
concluiram que, aléem da amplificacdo génica, outros mecanismos influenciam a
expressao protéica. Além disso, a amplificacdo do gene, tanto em TP como em
LNS, apresentou uma correlacdo significativa com a amplificagdo do gene HER2
(citado acima). Esses resultados sugerem que o BP1 pode apresentar propriedades
oncogeénicas, afetando direta ou indiretamente a invasdo tumoral mamaria e assim
pode ser um suposto marcador tumoral para invasdo (MAN et al., 2009).

O gene FGFR2 (Receptor 2 do Fator de Crescimento Fibroblastico) esta
envolvido em diversas vias de sinalizagdo celulares que contribuem para o

crescimento celular e a diferenciacdo (ESWARAKUMAR et al., 2005). Esse gene é
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importante para o desenvolvimento de diferentes tecidos, incluindo a mama (PARSA
et al., 2008), sendo que recentemente foi descrito como um fator de risco para o
cancer de mama, por apresentar funcdes importantes no crescimento e invasao
celular, motilidade e angiogénese (CHEN et al., 2011). Polimorfismos de cépia Unica
nesse gene foram associados com um aumento da transcricdo, podendo contribuir
para a susceptibilidade ao cancer de mama (MARTIN et al., 2011). A amplificagéo
do FGFR2 e superexpressao do mesmo foram descritas em canceres mamarios e
gastricos (KATOH e TERADA, 1993; MOFFA et al., 2008), sendo que a amplificacéao
génica foi correlacionada ao fen6tipo tumoral mais maligno (KATOH et al., 2008)

Uma importante via de sinalizacdo intracelular envolvida em processos de
crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia, angiogénese e motilidade celular é a via
P13K/AKT (KRAUSS, 2008). Estudos tém demonstrado que a desregulagdo de
muitos componentes dessa via tem importante conseqiéncia no desenvolvimento de
tumores mamarios e na resisténcia a agentes quimioterapicos utilizados no
tratamento do cancer de mama (NAGATA et al., 2004; HU et al., 2009; KIRKGAARD
et al.,, 2010). A investigacdo de genes da via PI3K tem grande importancia, pois
pode auxiliar no desenvolvimento de terapias, uma vez que alteragcdes gendmicas
nesses genes podem indicar respostas ao tratamento.

O receptor epidermal do fator de crescimento (EGFR ou ErbB-1/HER1) é
membro da familia de receptores ErbB, que inclui também o HER2, HER3 e HER4,
importantes mediadores do crescimento celular, diferenciacdo e sobrevivéncia. Os
efeitos do EGFR s&o mediados, principalmente, pela via de sinalizacado PI3K/AKT. A
ativacdo do EGFR desencadeia uma cascata de sinalizagcdo, ativando a enzima
PI3K (NYATI et al., 2006; ZHOU et al., 2006). A enzima PI3K tem sua subunidade
catalitica codificada pelo gene PIK3CA (isoforma a), que esta localizado em 3q26.
Sua funcéo é fosforilar PIP2, transformando-o em PIP3. Este regula a localizagcéo de
ativacdo de outras proteinas intracelulares, entre elas as proteinas AKT. Mutacdes
no gene PIK3CA que aumentam a atividade enzimatica da subunidade catalitica
(KANG et al., 2005) e amplificacdes, tém sido descritas em diversos tipos de cancer,
incluindo mama, cérebro, estdbmago, figado e ovario (CAMPBELL et al.,, 2004;
SAMUELS et al., 2004; KARAKAS et al., 2006). A frequencia de mutacfes nesse
gene no cancer de mama varia de 8-40% (GUSTIN et al., 2008).

A familia AKT é composta por trés membros: AKT1, AKT2 e AKTS3,

codificados por genes diferentes que se expressam constitutivamente. A ativacéo de
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AKT depende da disponibilidade intracelular de PI3K e ativa o receptor de estrogénio
(ER) a e o receptor de androgeno (CAMPBELL et al., 2001; McCALL et al., 2008),
regulando varios processos celulares como apoptose, proliferacdo e sobrevida
celular, diferenciacdo, metabolismo e angiogénese (STOKOE, 2001; VIVANCO et
al., 2002). A sinalizacdo AKT é frequentemente desregulada nos canceres humanos
devido a ativacdo de receptores de fator de crescimento e perda do gene PTEN
(MORGENSZTERN et al., 2005). A atividade enzimatica aumentada de AKTL1,
codificada pelo gene AKT1, localizado em 1432, estd associada com um pior
prognostico no cancer de mama e préstata (SUN et al., 2001). A amplificacdo do
gene AKT2 (localizado em 19q13), levou a superexpressao protéica em 3% dos
canceres de mama e 15% dos canceres de ovario (CHENG et al., 1992,
BELLACOSA et al., 1995), a qual foi relacionada aos processos de invasdo e
metastases em cancer de mama e ovario (LYONS et al., 2003).

MutacBes no gene supressor de tumor PTEN, localizado em 10g23.3, estédo
associadas a uma variedade de canceres. No cancer de mama, a perda do gene é
frequentemente associada com o fenétipo RE e RP negativos, sendo que foi
observada a perda da proteina em 59% dos tumores de mama triplo negativos e
apenas em 17% dos tumores RE e RP positivos (HU et al., 2009). A proteina PTEN
atua na desfosforilacdo de PIP2 e PIP3, e seu papel fundamental parece ser a
inibicdo da ativacdo de AKT dependente de PI3K.

Neste trabalho, utilizamos as técnicas de FISH e de PCR em tempo real para
alteracdes do numero de copias. Os métodos de FISH e métodos baseados em PCR
em tempo real vém sendo utilizados empiricamente para confirmacéo dos resultados
obtidos por CGH-array (HURST et al., 2004).

Nossos resultados de FISH foram concordantes com os de CGH-array em 13
das 20 analises (65,0%) para o gene BP1 e em 11 (55%) para o gene HERZ2.
Enquanto que a frequéncia de concordancia observada para estes genes esta de
acordo com o observado na literatura, a ndo concordancia dos resultados entre as
duas técnicas pode ser devido tanto a fatores intrinsecamente biol6gicos, como a
fatores inerentes as técnicas como, por exemplo, os que se referem ao poder de
resolucdo e “alvos” celulares. A analise por FISH é baseada em células individuais
ou populagbes celulares especificas, onde se pode correlacionar diretamente o
genotipo no tipo celular morfologicamente definido. Em caso de alteracdes de baixa

frequéncia e clonalidade, estas podem nédo ser detectadas pela técnica de FISH,
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considerando o numero relativamente limitado de células analisadas (principalmente
no caso das metastases no LNS, que sdo normalmente de pequeno tamanho e com
as células tumorais infiltradas nos linfocitos). Este fator, no entanto, pode também
ocorrer com 0 método de CGH-array que, ao contrario do FISH, analisa um pool de
DNA tumoral que, mesmo microdissectado, pode apresentar populagdes celulares
nao-tumorais. Isso pode causar a inabilidade de detectar alteracbes tumorais de
baixa frequéncia, por estas estarem “diluidas” no pool total de DNA, e portanto
estarem abaixo do poder de resolucao da técnica.

A validagdo por PCR em tempo real mostrou uma maior variagdo nos
resultados, com uma baixa porcentagem de resultados concordantes. Os genes BP1
e HER2 foram os que apresentaram uma maior concordancia entre as técnicas,
70,1% e 64,7% dos casos, respectivamente. Para o gene AKT2, a concordancia
ocorreu em 41,2% dos casos, seguido pelos genes AKT1 e FGFR2 em 29,4% dos
casos. O gene PIK3CA apresentou 25,0% de concordancia e o gene PTEN 11,8%.
Considerando que o DNA utilizado para a analise de CGH-array e da PCR em tempo
real foi 0 mesmo, essas diferencas provavelmente ndo podem ser explicadas em
relagdo a composicao celular (tumoral e/ou ndo-tumoral) do DNA analisado. Um dos
fatores técnicos relevantes entre estes dois métodos, e que provavelmente pode ser
responsavel pelos resultados contraditérios, é o fato de que as regides genémicas
das sondas que estdo plotadas na plataforma do CGH-array ndo apresentam
necessariamente as mesmas sequéncias das sondas e primers utilizados na PCR
em tempo real.

As discrepancias ente os resultados de CGH-array e FISH/PCR em tempo
real também podem ocorrer devido ao fato de que a analise no array avalia a razao
relativa do niamero de cépias do DNA teste (tumor) vs. o DNA referéncia (amostra
nao-tumoral), e assim n&o fornece um numero absoluto de cOpias — como no caso
do FISH e da PCR em tempo real (QIAO et al., 2007).

Para a correlagdo com genes envolvidos na tumorigénese mamaria,
analisamos em conjunto os resultados obtidos por CGH e CGH-array, para identificar
as regidbes mais comumente alteradas pelas duas técnicas. Nove regides
cromossOmicas foram selecionadas, sendo uma em 8q, duas no cromossomo 11,
uma em 16p, duas em 17g, uma em 20g, uma em 21q e uma em Xd. Devido a

presenca de um numero elevado de genes alterados nessas regides (tabela em
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Anexo) realizamos uma triagem para selecionar genes previamente descritos com
importancia ao cancer de mama e ao processo metastatico, como por exemplo, os
genes HER2, HRAS, RASSF7, IRF7, BAD e CCND1.

Através das informagbes da plataforma Gene, do site National Center for
Biotechnology Information, identificamos as funcdes e processos biolégicos em que
0s genes selecionados estavam envolvidos. Essa andlise resultou na identificacdo
de mais de 50 funcdes/processos biolégicos diferentes, muitas vezes especificos
para cada gene. A maioria dos genes alterados (32%) estava envolvido com
processos relacionados a tumorigénese e a metastatizacdo mamaria. Assim, as
alteracdes cromossOmicas mais comuns observadas neste trabalho se mostraram
associadas a estes genes de relevancia para a carcinogénese mamaria. Mesmo as
funcdes génicas observadas em menor freqiéncia estavam relacionadas ao cancer,
como a migracao e diferenciagao celular, a regulagédo da angiogénese, senescéncia,
entre outras.

Foram também identificados nessas regibes mais comumente alteradas a
presenca de diversos microRNAs (miRNAs) . Os miRNAs sdo pequenos RNASs nédo-
codificantes que regulam processos celulares e de desenvolvimento ao nivel
transcricional e traducional (GOTTE, 2010).

Os miRNAs encontram-se extensivamente desregulados em tecidos tumorais
mamarios quando comparados com tecidos normais. A expressao alterada e
atividade desregulada dos miRNAS foram identificadas em diversos tipos de cancer
(ISRAEL et al., 2009). Mais da metade dos genes para miRNAs estéo localizados
em regibes cromossOmicas susceptiveis a amplificaces, dele¢cdes ou translocacoes,
significando que a expressdo desses MIRNAs pode ser alterada por essas
alteracbes genéticas, que ocorrem principalmente durante o desenvolvimento
tumoral (SHI et al., 2010).

No cancer de mama, a expressdao de mIRNAs esta frequentemente
desregulada. Ambas as atividades de supressdo tumoral e oncogenética foram
correlacionadas a mMiRNAs especificos, que modulam praticamente todos o0s
estagios relevantes da progressao do cancer de mama, como proliferacéo de células
tumorais, resisténcia a apoptose, migracdo celular, invasdo e metastase,
angiogénese e renovacado de células-tronco tumorais (GOTTE, 2010). Dos
microRNAs que apareceram nas regides mais comumente alteradas em nosso

estudo, dois vém sendo relacionados ao cancer de mama. Um recente estudo
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sugeriu o papel do miR-661 na progressao desse tipo de céancer, ao observar que
este reprimia MTAL1 (metastatic tumor antigen 1) (REDDY et al., 2009). Em outro
estudo, que quantificou transcritos de miRNAs em tumores mamarios (185 tumores
RE+ e 114 RE-), diversos microRNAS foram sugeridos como candidatos para
marcadores prognosticos, entre eles o0 miRNA-210. Esse foi correlacionado com a
agressividade tumoral em tumores primarios de mama RE+ e LN- e também a
recorréncia precoce da doenca em pacientes RE- e LN- (BAFFA et al., 2009). Além
disso, foi relatado que a expressdo do miR-210 pode ser induzida em resposta a
hipoxia, que & umas das caracteristicas do ambiente neoplasico. A expresséo desse
mMiRNA levou a reducdo de proteinas de reparo do DNA (CROSBY et al., 2009a,
2009b).

Considerando as freqlentes diferencas dos tipos de altera¢des citogenéticas
observadas nesse estudo e nos demais, a diversificagao clonal e a heterogeneidade
genética parecem ser caracteristicas proeminentes da progressao do cancer de
mama e do processo metastatico. E provavel que esta diversidade resulte da
instabilidade genética caracteristica das células de cancer de mama e que séo
reforcadas pela pressao seletiva a qual estas células sdo submetidas nos diferentes
microambientes. Além disso, esses resultados indicam que em muitos casos 0s
clones celulares dos tumores primarios e metastases divergem em estagios iniciais
da progressao tumoral e evoluem subsequientemente de maneira independente, de
modo que clones progenitores de origem comum n&do possam ser detectados
(KUUKASJARVI et al., 1997a).

Alteracdes presentes exclusivamente nas amostras originadas de sitios
metastaticos podem indicar mecanismos moleculares que desencadeiam uma
vantagem seletiva das células metastaticas (KUUKASJARVI et al., 1997a). No
entanto, nao foi possivel definir nesse estudo, alteragcbes cromossoémicas
recorrentes e exclusivas das amostras de linfonodos sentinela, devido a grande
diversidade de alteragbes ocorrendo aparentemente ao acaso. Dessa forma, com
base nos estudos de amostras pareadas realizados até o momento, podemos
sugerir que um modelo genético simplificado e linear, como o sugerido para a
tumorigénese do cancer colorretal (VOGELSTEIN et al., 1988), ndo pode ser

aplicado para a tumorigénese mamaria.
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Por outro lado, nossos resultados demonstram a necessidade de que sejam
intensificados os estudos em tumores primarios e em metastases nos linfonodos
sentinela correspondentes, para a caracterizacdo das alteracbes genéticas e
epigenéticas. Esta caracterizacdo € de grande importancia por possibilitar o
reconhecimento de alteragcbes relacionadas ao processo inicial de metastatizagao
mamadria, diferenciando-as das que ocorrem nos sitios metastaticos mais distantes.
A avaliacdo de alteracbes de numero de coépia pode identificar regides
cromossOmicas e genes nelas situados com fung¢édo importante no desenvolvimento
e progressao das metastases axilares mamarias. Estes, poderdo ser utilizados como
marcadores moleculares auxiliando significativamente na deteccao de células
tumorais no LNS, o que é fundamental para a predicdo precoce de metastases e da
recorréncia da doenca em pacientes com cancer de mama, além de contribuirem
para o desenvolvimento de novos métodos de determinacdo de fatores preditivos e
prognésticos no cancer de mama. Os nossos dados demonstrando que das 25
alteracdes mais frequentes detectadas por CGH tanto nos tumores primarios como
nos linfonodos sentinela, 80% delas foram comuns a ambos os tecidos, e 0 mesmo
sendo observado em 90% das informacdes obtidas por CGH-array, enfatizam o que

por ultimo foi considerado.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos na analise de tumores primarios de
cancer de mama e respectivas metastases nos linfonodos sentinela, concluimos

que:

Alteracfes de numero de cépias de DNA estdo presentes nas metastases
mamarias do linfonodo sentinela. Ganhos ou amplificacbes de regides
cromossOmicas foram mais frequentes do que as perdas ou delecbes, em ambas
amostras tumorais.

Alteracfes cromossémicas compartilhadas foram observadas em 26 (86,7%)
casos por CGH (23,7%), e em 5 (50,0%) casos (14,9%) por CGH-array.

A maior frequiéncia de alteragbes cromossdmicas observadas entre os casos,
ou entre as amostras tumorais de um mesmo caso, foi de alteracdes nao-
compartilhadas (ou isoladas). Este resultado é esperado, e reflete a alta
heterogeneidade genética que é caracteristica das células tumorais mamarias,
sugerindo uma possivel divergéncia clonal em estagios iniciais da progressao
tumoral, determinando a evolucédo independente dos clones celulares de tumores
primarios e de lesdes metastaticas.

No entanto, as alteracbes mais frequentemente detectadas foram comuns a
ambas as lesdes analisadas e devem ser consideradas para a identificacdo de
marcadores moleculares potencialmente capazes de informar sobre o progndstico
metastatico de um tumor primario, admitindo-se que a metastatizagcdo € um evento
gue ja pode ser determinado geneticamente no tumor primario.

Nas regibes cromossOmicas alteradas nos casos analisados no presente
estudo, estdo mapeados genes envolvidos na proliferacdo e/ou diferenciacdo da
célula mamaria, que atuam principalmente nos processos bioldgicos de regulacéo da
transcricdo do DNA e da proliferagcao celular, transdugdo de sinal, apoptose,

resposta ao estresse e a danos, reparo do DNA e regulagéo do ciclo celular.
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ANEXOS

Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA EXECUGCAO DE ANALISE
GENETICA VOLTADA PARA PESQUISA

As analises genéticas sdo exames realizados no DNA humano, nos cromossomos, nhas
proteinas ou qualquer outro produto génico, com o objetivo de encontrar alteracdes no
patriménio genético que possam predispor ao aparecimento de doencas ou desencadear
diferentes manifestagcbes destas mesmas doencas. Todos o0s resultados obtidos destas
andlises, assim como em qualquer outro ato médico, sdo considerados estritamente

confidenciais e vinculados ao segredo profissional.

Eu, abaixo assinado

Local de Nascimento: Data do Nascimento:
Endereco: CEP:
Cidade: Tel:

DECLARO ter sido informado do contetdo e da finalidade deste projeto de pesquisa, o qual
me foi proposta a adesao e de ter compreendido que qualquer que seja a minha deciséo, ela
nao influira no meu tratamento, nem ao acesso eventual a qualquer tecnologia nova que

possa derivar desta pesquisa. Portanto:

( )concordo () NAO concordo gue o material biolégico pertencente a
minha pessoa, guardado no Laboratério de
Anatomia Patoldgica do Hospital Nossa Senhora
das Gracas, seja utilizado para pesquisa

genética no cancer de mama.

( )concordo ( ) NAO concordo gue este material biolégico possa ser enviado
para estudo em outras instituicbes no exterior,
com a finalidade de pesquisa genética no cancer

de mama.
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( )concordo () NAO concordo gque se entre em contato com membros
da minha familia para busca de informacdes ou
mesmo de material biolégico relevantes para a

pesquisa (restricOes ou comentarios:

Além disso, declaro que:
( )quero () NAO quero ser informado dos eventuais resultados ou de
novas possibilidades diagndsticas que possam

derivar desta pesquisa.

Me comprometo de comunicar qualquer eventual mudanca de opinido da minha parte e do

que foi declarado aqui.

Data: Assinatura;

Assinatura do Responsavel pela Pesquisa:
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QUESTIONARIO PESSOAL

Por favor, leia as questbes seguintes cuidadosamente e responda-as da forma mais
completa e precisa possivel. A informacédo que vocé der ndo sera associada a seu nhome em
nenhum documento publico, e sera conhecida somente pelos principais pesquisadores
deste estudo. As informacdes que vocé der podem ter influéncia direta na interpretacdo dos
nossos resultados, portanto, pedimos que coopere gentiimente, fornecendo informacdes

corretas. Obrigado pelo interesse.

1- Nome:

altimo primeiro do meio

2- A ser preenchido pelo pesquisador:

Cddigo:
Data: /[ ]

Esta folha deve ser destacada do restante do questionario e preenchida pelo
pesquisador. Somente o coédigo sera usado como identificacdo para as paginas
subsequentes. Se for necesséario espaco adicional para complementar a sua resposta,
escreva no verso da pagina e identifique a parte restante da questdo com seu respectivo

numero.



Cédigo n°

141

HISTORIA PESSOAL

1- Registro hospitalar:

2- Sexo: ()M ()F;, Peso atual (kg): ; Altura:

3- A gual grande grupo étnico vocé pertence ?

Negroéide ( ) Caucasoide ( ) Asiatico ( ) Indigena ( ) Outros ( )

4- |dade:

5- Local de nascimento: Parana? ( )sim ( )néao
Se ndo: Que regido brasileira? Norte ( ) Sul( ) Nordeste ( ) Centro-Oeste (
Sudeste ( )

6- Qual o seu grau de instrugéo?
( ) analfabeto ( ) 1° grauincompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2° grau incompleto
() 2°grau completo ( ) técnico ( ) profissional ( ) superior

Historico de moradia
7- Qual era o tipo de construcdo onde vocé morou mais tempo?

( ) alvenaria ( ) madeira ( ) barro ( ) mista

8- Que tipo de cobertura tinha essa moradia? ( ) telha barro comum () laje

( ) folha de zinco ( ) brasilit-eternit ( ) sapé ( ) outro (qual?)

Historico de exposicéo relacionado ou ndo ao trabalho

9- Qual a atividade profissional que exerceu ou exerce? Ha quanto tempo?

10- Vocé ja se exp0s a alguma destas substancias abaixo em seu trabalho?

Se SIM, por quanto tempo e ha quanto tempo foi:

Derivados de petréleo ( )sim ( )ndo
(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes ( )sim ( )ndo
Industrias téxteis ou tecelagem () sim () néo

Praguicidas / Herbicidas ( )sim ( )ndo

)
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Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...) ( )sim ( )ndo
Processamento de madeira ( )sim ( )ndo
Papel ou celulose ( )sim ( )ndo
Mineracdo ( )sim () ndo
Fabrica de sapatos ou curtume ( )sim ( )ndo
Metallrgica ( )sim ( )ndo
Usina de agucar ou alcool ( )sim ( )nédo
Plastico ou borracha ( )sim ( )néo
Outras substéncias quimicas: ( )sim ( )ndo

11- Se SIM para a pergunta acima: Vocé utilizava equipamentos de prote¢do individual para
trabalhar com essas substancias quimicas? ( mascaras, luvas, 6culos,...)
a) ( )sim b) ( )ndo

Histérico Tabagista

12- Vocé fuma atualmente? ( )sim ( )ndo
13- Se NAO, mas ja fumou, ha quanto tempo parou de fumar?
a) ( ) 0-5 anos b) ( )5-10 anos c)()>10

14- Quanto vocé fuma/fumava por dia ? () menos de %2 mago

( ) demeioalmaco

() mais de 1 maco (quantos: )
15- Vocé convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?
a) ( )sim b)( )néo
Historico de Etilismo

16-Vocé consome/consumiu bebidas alcéolicas com frequéncia? ( ) sim ( ) n&o

17- Se ja parou, h& quanto tempo parou de consumir esta bebida?
a) ( ) 0-5 anos. b) ( ) 5-10 anos. c) ( ) mais 10 anos.

18- Que tipo de bebida alcbolica vocé costuma/ costumava consumir ?
a) ( )Destiladas b) ( )N&o-Destilada c) ( )Outra

19-Quanto vocé costuma/ costumava beber por semana?

( ) nomaximoumcopo ()de2ab5copos ()de6al0 ()della30 () maisde30
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20- Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida diariamente por mais de 6
meses continuamente?
a) () Sim b) ( ) Nao

Histoérico de Salde

21- Ha cerca de um ano vocé tem se automedicado com, por exemplo, aspirinas, antiacidos,
antihistaminicos, sedativos, ou outras drogas? ( ) sim ( )nédo () ndo me

lembro

22- Vocé se submeteu a algum Raio-X?

( )sim ( )néo
23- Se SIM, quantos? a) () Menos de 10 b) ( ) Mais de 10
Local:

24- Vocé tem ou ja teve as seguintes doengas?
() Presséo alta ( ) Diabetes () Tuberculose () Cancer

(localizagao do tumor )

25- Em casos de cancer na familia, qual era o parentesco?
()YPai ()Mae ()Iméao ()Filho ()Tio ()Primo () Outro

26- Qual era a localiza¢ao do tumor?

( ) Boca/garganta ( ) Pulmdo ( ) Estdmago ( ) Intestino ( ) Ginecolégico

( ) Mama ( ) Outro (qual?)
27- Vocé ja teve alguma moléstia venérea?
a) ( )sim Qual? b) ( )nédo

Historico hormonal e reprodutivo

28- ldade da primeira menstruagao (menarca):

29- Idade da Ultima menstruagdo (menopausa):

30- Sua menstruacéo é/era: ( ) regular ( ) irregular
31- Teve abortos espontaneos? ( ) sim Quantos: () ndo
32- Tevefilhos? () sim Quantos: ( ) nao

33- Qual sua idade quando teve o primeiro filho?
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34- Usou ou usa pilulas anticoncepcionais?
() sim Por quanto tempo: ( )néo
35- Faz (ou fez) reposi¢ao hormonal?

Marcadores Tumorais
ERBB2:
TP53:
REP:

Incluir informagfes das amostras do tumor (localizagdo, laudo histo-patologico):
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Anexo 2

ASPECTOS ETICOS

Todos os critérios clinicos e metodologicos deste trabalho foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HNSG . Cumpriu todos os termos da
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, da ultima reviséo da Declaragdo de
Helsinque e da Declaracéo Universal dos Direitos Humanos (ORGANIZACAO DAS NACOES
UNIDAS, 1978; MINISTERIO DA SAUDE; CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 1997; TRI-
COUNCIL POLICY STATEMENT, 1998; WORLD MEDICAL ASSOCIATION, 2000). Registro
CONEP:7220. Parecer n. 251/2003.



Anexo 3: Alteracdes cromossdmicas observadas nos tumores primarios, Santos et al., 2008.
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11* 12* 13* 14* 15* 16* 17* 18* 19* 20*

Cl +1pter~p32 +1pter~p32 +1pter~p33 +1g22~qter +1pter~p32 | +1pter~p32 +1pter~p31 +1pter~p33 +1pter~p33

-1p31~p21 -1pter~p21 +1q +1q

+1q33~pter
C2 -2022~q36 -2(22~q34 -2022~036
C3 -3 +3012~024 -3pter~p21
C4 -4q -4q -4
C5 -5 +5q23~qter -5p15.2~g23
C6 -6q13~023 -6013~023 -6013~g23 -6013~023 +6pter~21.2 -6013~023 -6q

-6013~023

Cc7 -7p21~pl4 +7932~qter

-71922~q32
Cc8 -8 +8q ++8q24.1~qter
C9 ++9qg21~qter -9p

++9q33~qter

Cc10
Ccil1 -11914~q22 -11g921~qter +11p15~g21 +11pl12~ql4
C12 -12q14~q22 +12p22~p1l1.2 -12q14~q22 +12g23~qter

+12q24.1~qter
C13 | -13913~q32 -13913~q32 | -13q -13g13~q32 -13q -13¢q13~32
Cl4
C15
C16 | +16 +16p +16 +16 +16 +16 +16p +16
C17 | +17 +17 +17 +17¢q +17p
c18 -18912~21 ++18p +18 +18p

-18921~qter
C19 | +19 +19 +19 +19 ++19 +19 +19 +19 +19
C20 | ++20q +20 +20 +20 ++20 +20 +20q13.3 +20 +20 +20
++20q

c21 +21 ++21q +21 +21q +21q
C22 | +22q +22 +22 +22 +22 +22q +22 ++22q
CX -Xq -Xpter~p21 +X0q13~q22 -X

-Xg21~qter
C1-CX: Cromossomo 1- cromossomo X; +: ganho; ++: amplificacéo; -: perda Continua
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Continuacéo
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21* 22* 23* 24* 25* 26* 27* 28* 29* 30*
Cl +1pter~p32 ++1pter~p33 +1p21~q24 +1g22~qter +1pter~p32 +1pter~p33
-1p34.2~p21 +1q22~qter -1p31~p21
Cc2 -2022~036 -2022~q34 +2024~qter -2022~q36
C3 +3
C4 -4 -4q
C5 -5q12~g22
C6 -6013~g23 -6013~g23 +6pter~p21.1 | -60q13~q23 -6013~g23
+6pter~p21.3
c7 +7922~qter
c8 +8p +8q23~qter
-8911.2~g21.3 -8pter~p21
C9 +9g31~qter +9g31~qter -9pter~p21
+9p13~g21
Cc10
ci11 -11q14~q22 ++11p15~g21 +11p15~p21 +11pl14~pl2
+11pter~pl5 -11914~q22
C12 ++12923~qter +12923~qter | +12qg23~qter -12914~q22
-12q14~q22 +12g23~qter
C 13 | -13913~qg32 -13913~32 -13913~q32 -13913~q32 -13913~32
Cl14 +14q24~qter
C15 -15g23~qter +15022~025 +15q022~qter
C16 | +16 +16 +16p +16 -16q13~qter +16p +16 +16922~qter
++16q22~qter
C17 | +17 +17 +17 +17p +17
++17q
C18 | +18p +18p +18p
C19 | ++19 +19 +19p +19 +19 ++19 +19
C20 | ++20 +20q13 ++20q +20p ++20q12~qter | +20 +20 +20p
C21 | +21q +21q ++21q
C22 | +22 ++22 +22
CX | -X021~026 -X021~q26 -Xpter~21 -Xp22.2~p11.3
++X(026 -Xq21~q26 -X021~q26

C1-CX: Cromossomo 1- cromossomo X; +: ganho; ++: amplificacéo; -: perda
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Casos 11* 12* 13* 14* 15* 16* 17* 18* 19* 20*
Cl +1pter~p32 +1pter~p32 +1pter~p33 -1pter~p21 +1pter~p32 +1pter~p33
-1p31~p21 +1g22~qter
+1932~qter
C2 -2022~q36 -2022~q34 -2 -2p21~p12 -2032~036
-2q14.1~g31
C3
C4 -4q -4q +4q33~qter
C5 -5q -5q14~q23
C6 +6pter~p21.1 +6pter~p21.1 | -6q13~g23 -6p +6p21.3~p21.1 | -6013~q23
-6q13~23 -6q13~023 -6q13~g23
Cc7
Cc8 +8023~qter +8pl2~p22
C9 ++9g21~qter +9q31~qter ++9021~qter
Cc10 +10p
C11 +11p15~g21
Cc12 +12923~qter
C13 | -13913~qg32 -13q13~q32 -13913~q32 ++130g22~931 | -13913~q32
Cl4 -14q22~qter
Cc15 -15q14~q22 +15q24~qter
Cl6 | +16 +16p +16 +16 +16p -16q
C17 | +17 +17 +17 +17p +17q22~qter
c18 -18q -18g21~qter +18p -18912~q22
-18q
c19 | +19 +19 ++19 ++19 +19 +19 +19
++19p
c20 | +20 +20 +20 +20
++20q12~q13.1
c21 +21q +21q +21q
C22 | +22q +22q +22 +22q +22 +22q
CcX -Xg21~qter -Xg21~g26 +XQg13~q22 -Xpter~p21 -Xp22.1~p11.4
-Xq -X(g21~q26

C1 - CX: Cromossomo 1 — cromossomo X; +: ganho; ++: amplificagéo; -:perda.

Continua
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Continuacéo

149

Casos 21* 22* 23* 24* 25* 26* 27* 28* 29* 30*
Cl +1p32~p31 | +1g22~qter -1p31~p21 -1p32~p22 +1pter~p32 +1pter~p32 +1pter~p32 +1pter~p32
+1q +1g21~g31 +1p21~q24 +1q22~qter -1p31~p21
Cc2 -2022~q34 +2q24~qter -2022~q36
C3 -3p13~q13.3
C4 -4 -4 -4 -4
C5 +5 -5p15.2~g23 -5 -5q12~q32
C6 -6013~023 -6q +6pter~p21.1 -6913~g23 -60913~g23 +6p
-6013~023
c7 -7p15~q31
Cs8 +8p21~pll.2 ++8023~qter
+8q23~qter
C9 +9g31~qter +9931~qter
Cc10 -10921~q22
ci11 +11pter~pl5 +11p15~g21 +11q +11p15~g21
-11q14~q22
C12 +12g23~qter +12g23~qter +12g23~qter -12914~q22
C13 -13g13~q32 -13q13~q32 -13913~q32 -13g913~q32 -13g13~q32 -13913~q32
Cl14 +14q24~qter
C15 +15022~025 -15g23~qter
C16 +16 +16 +16 -16g12~qter +16 +16
Cc 17 +17 +17 +17 +17
C 18 +18p +18p +18p
C19 | +19p +19 ++19 +19 ++19 +19 ++19
Cc20 +20 +20 +20p +20qg12~qter +20 +20 +20
++20q
c21 ++21q +21q +21 ++21q
C22 +22 ++22 +22 +22 +22 +22
CcX -X021~q26 -Xp22.1~pl1.4 -X -Xpter~p21
-X(q21~q26 -X(g21~q26

C1 - CX: Cromossomo 1 — cromossomo X; +: ganho; ++: amplificagéo; -:perda.
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Anexo 4: Regibes mais comumente alteradas e respectivos genes.

Regido Genes

8924.3 GPR20, PTP4A3, FLJ43860, NCRNAOOO51, TSNARE1, BAIl1, ARC, JRK,
PSCA, LY6K, C8orf55, SLURP1, LYPD2, LYNX1, LY6D, GML, CYP11B1,
CYP11B2, LOC100133669, LY6E, C8orf3l, LY6H, GPIHBP1, ZFP41, GLI4,
ZNF696, TOP1MT, C8orf51, RHPN1, MAFA, ZC3H3, GSDMD, CB8orf73,
NAPRT1, EEF1D, TIGD5, PYCRL, TSTA3, ZNF623, ZNF707, BREAZ2,
LOC100130274, MAPK15, FAM83H, SCRIB, MIR937, PUF60, NRBP2, EPPK1,
PLEC1, MIR661, PARP10, GRINA, SPATC1, OPLAH, EXOSC4, GPAA1,
CYC1, SHARPIN, MAF1, KIAA1875, C8orf30A, HEATR7A, SCXB, SCXA,
BOP1, HSF1, DGAT1, SCRT1, C8ORFK29, FBXL6, GPR172A, ADCKS,
CPSF1, MIR939, MIR1234, SLC39A4, VPS28, NFKBIL2, CYHR1, KIFC2,
FOXH1, PPP1R16A, GPT, MFSD3, RECQL4, LRRC14, LRRC24, MGC70857,
KIAA1688, ZNF251, ZNF34, RPL8, ZNF517, ZNF7, COMMDS5, ZNF250

11p15.5- RIC8A, SIRT3, PSMD13, NLRP6, ATHL1, IFITM5, IFITM2, IFITM1, IFITM3,

pl5.4 B4AGALNT4, PKP3, SIGIRR, ANQO9, PTDSS2, RNH1, HRAS, LRRCS56,
C11orf35, RASSF7, MIR210, LOC143666, PHRF1, IRF7, MUPCDH, SCT,
DRD4, DEAF1, TMEM80, EPS8L2, TALDO1, PDDC1, CEND1, SLC25A22,
LRDD, RPLP2, SNORA52, PNPLA2, EFCAB4A, CD151, POLR2L, TSPAN4,
CHID1, AP2A2, MUC6, MUC2, MUCS5B, TOLLIP, LOC255512, BRSK2, HCCAZ,
DUSP8, LOC338651, KRTAP5-1, KRTAP5-2, KRTAP5-3, KRTAP5-4, KRTAPS-
5, FAM99A, FAM99B, KRTAPS-6, LOC402778, CTSD, SYT8, TNNI2, LSP1,
TNNT3, MRPL23, LOC100133545, H19, MIR675, IGF2, INS-IGF2, MIR483,
IGF2AS, INS, TH, ASCL2, C1llorf21, TSPAN32, CD81, TSSC4, TRPMS5,
KCNQ1, KCNQ10T1, KCNQ1DN, CDKN1C, SLC22A18AS, SLC22A1S8,
PHLDA2, NAP1L4, SNORA54, CARS, OSBPLS5, ZNF195, ARTS5, ARTL,
NUP98, CHRNA10, ADM

119q13.1- MARK2, RCOR2, NAA40, COX8A, OTuBl1l, MACROD1, FLRT1, STIP1,

ql13.4 FERMT3, TRPT1, NUDT22, DNAJC4, VEGFB, FKBP2, PPP1R14B, PLCB3,
BAD, GPR137, KCNK4, Cl1orf20, ESRRA, TRMT112, PRDX5, CCDCB88B,
RPS6KA4, MIR1237, SLC22A11, SLC22A12, NRXN2, RASGRP2, PYGM, SF1,
MAP4K2, MEN1, CDC42BPG, EHD1, MIR192, MIR194-2, ATG2A, PPP2R5B,
GPHA2, C11orf85, BATF2, ARL2, SNX15, SAC3D1, NAALADL1, CDCAS5,
ZFPL1, Cllorf2, TM7SF2, ZNHIT2, FAU, MRPL49, SYVN1, SPDYC, CAPNL1,
SLC22A20, POLA2, CDC42EP2, DPF2, TIGD3, SLC25A45, FRMDS8, NEAT1,
MIR612, MALAT1, SCYL1, LTBP3, SSSCA1l, FAM89B, EHBP1L1, KCNK?7,
MAP3K11, PCNXL3, SIPAl, RELA, KAT5, RNASEH2C, DKFZp761E198,
OVOL1, SNX32, CFL1, MUS81, EFEMP2, CTSW, FIBP, CCDC85B, FOSL1,
C11orf68, DRAP1, TSGA10IP, SART1, EIF1AD, BANF1, CST6, CATSPER],
GAL3ST3, SF3B2, PACS1, KLCZ2, RAB1B, CNIH2, YIF1A, TMEM151A, CD248,
RIN1, BRMS1, B3GNT1, SLC29A2, NPAS4, MRPL11, PELI3, DPP3, BBS1,
ZDHHC24, ACTNS, CTSF, CCDC87, CCS, RBM14, RBM4, RBM4B, SPTBN2,
C11orf80, RCE1, PC, LRFN4, Cllorf86, SYT12, RHOD, KDM2A, ADRBK1,
ANKRD13D, SSH3, LOC100130987, POLD4, CLCF1, RADYSA, PPP1CA,
TBC1D10C, ATPGD1, RPS6KB2, PTPRCAP, CORO1B, GPR152, CABP4,
TMEM134, AIP, PITPNM1, CDK2AP2, CABP2, GSTP1, NDUFV1, NUDTS,
TBX10, ACY3, ALDH3B2, LOC645332, UNC93B1, ALDH3B1, NDUFSS,
TCIRG1, CHKA, SUV420H1, Cllorf24, LRP5, SAPS3, GAL, MTL5, CPT1A,
MRPL21, IGHMBP2, MRGPRD, MRGPRF, TPCN2, MYEOV, CCND1,
ORAOV1, FGF19, FGF4, FGF3, ANO1, FADD, PPFIAl, MIR548K, CTTN,
SHANK2, DHCR7, NADSYN1, KRTAP5-7, KRTAPS5-8, KRTAP5-9, KRTAP5-10,
KRTAPS-11, FAM86C, DEFB108B, LOC100133315, RNF121, IL18BP, NUMA1,
LRTOMT, C1lorf59, Cillorf51, FOLR3, FOLR1, FOLR2, INPPL1, PHOX2A,
CLPB, PDE2A, MIR139, ARAP1, STARD10, ATG16L2, FCHSD2
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16p11.2 TAOK2, HIRIP3, INO8OE, DOC2A, CCDC95, TBC1D10B, MYLPF, SEPT1,

ZNFA48
17q12- ARHGAP23, SRCIN1, C170rf96, MLLT6, CISD3, PCGF2, PSMB3, PIP4K2B,
g21 CWC25, C170rf98, RPL23, SNORA21, LASP1, FBXO47, PLXDC1, ARL5C,

CACNB1, RPL19, STAC2, LOC90110, FBXL20, MED1, CDK12, NEURODZ2,
PPP1R1B, STARD3, TCAP, PNMT, PGAP3, ERBB2, C170rf37, GRB7, IKZF3,
ZPBP2, GSDMB, ORMDL3, GSDMA, PSMD3, CSF3, MED24, SNORD124,
THRA, NR1D1, MSL1, CASC3, RAPGEFL1

17925.1- CD300A, CD300LB, CD300C, CD300LD, C17orf77, CD300E, RAB37,

925.3 CD300LF, SLC9A3R1, NAT9, TMEM104, GRIN2C, FDXR, FADS6, USH1G,
OTOP2, OTOPS3, C170rf28, CDR2L, ICT1, ATP5H, KCTD2, SLC16A5, ARMC7,
NT5C, HN1, SUMO2, NUP85, GGA3, MRPS7, MIF4GD, SLC25A19, GRB2,
KIAA0195, CASKIN2, TSEN54, LLGL2, MYO15B, RECQL5, LOC643008,
LOC100130933, SAP30BP, ITGB4, GALK1, H3F3B, UNK, UNC13D, WBPZ2,
TRIM47, TRIM65, MRPL38, FBF1, ACOX1, C170rf106, CDK3, EVPL, SRP68,
GALR2, ZACN, EXOC7, FOXJ1, RNF157, FAM100B, QRICH2, PRPSAP1,
SPHK1, UBE20, AANAT, RHBDF2, CYGB, PRCD, SNORD1C, SNORD1B,
SNORD1A, ST6GALNAC2, ST6GALNAC1, MXRA7, JIMJID6, C170rf95, SFRS2,
MIR636, MFSD11l, MGATS5B, C170rf86, SCARNA16, SEC14L1, SEPTY,
FLJ45079, TNRC6C, TMC6, TMCS8, C170rf99, SYNGR2, TK1, AFMID, BIRCS,
EPR1, LOC283999, SOCS3, PGS1, DNAH17, CYTH1, USP36, TIMPZ,
LGALS3BP, CANT1, C1QTNF1, ENGASE, HRNBP3, ENPP7, CBX2, CBX8,
CBX4, TBC1D16, CCDC40, GAA, EIF4A3, CARD14, SGSH, SLC26Al1,
RNF213, LOC100294362, FLJ35220, NPTX1, RPTOR, CHMP6, FLJ90757,
BAIAP2, AATK, MIR657, MIR338, MIR1250, LOC388428, AZI1, C17orf56,
C170rf89, SLC38A10, C1i7orf55, TMEM105, BAHCC1l, ACTG1, FSCNZ2,
C170rf70, NPLOC4, TSPAN10, PDE6G, C170rf90, CCDC137, ARL16, HGS,
MRPL12, SLC25A10, GCGR, FAM195B, DYSFIP1, P4HB, ARHGDIA, THOC4,
ANAPC11, NPB, PCYT2, SIRT7, MAFG, LOC92659, PYCR1, MYADML?2,
NOTUM, ASPSCR1, STRA13, LRRCA45, RAC3, DCXR, RFNG, GPS1, DUSIL,
FASN, CCDC57, SLC16A3, CSNK1D, CD7, SECTM1, TEX19, UTSZR,
C170rf101, HEXDC, C170rf62, NARF, FOXK2, WDR45L, RAB40B, FN3KRP,
FN3K, TBCD, ZNF750, BSGNTL1

20q13.33 TAF4, LSM14B, PSMA7, SS18L1, GTPBP5, HRH3, OSBPL2, ADRM1, LAMAS,
RPS21, CABLES2, C20o0rf151, GATA5, C200rf200, C200rfl66, MIR1-1,
MIR133A2, SLCO4A1, LOC100127888, NTSR1, C200rf20, OGFR, COL9A3,
TCFL5, DPH3B, DIDO1, C20orfll, SLC17A9, BHLHE23, NCRNA00029,
HAR1B, HAR1A, MIR124-3, YTHDF1, BIRC7, NKAIN4, FLJ16779, ARFGAP1,
COL20A1, CHRNA4, KCNQ2, EEF1A2, PPDPF, PTK6, SRMS, C200rf195,
PRIC285, GMEB2, STMN3, RTEL1, TNFRSF6B, ARFRP1, ZGPAT, LIMEL1,
SLC2A4RG, ZBTB46, C200rf135, TPD52L2, DNAJC5, MIR941-1, MIR941-2,
MIR941-3, UCKL1, MIR1914, MIR647, UCKL1AS, ZNF512B, SAMD10, PRPF6,
NCRNAO00176, SOX18, TCEA2, RGS19, OPRL1, C200rf201, NPBWR2, MYT1

21922.3 ABCG1, TFF3, TFF2, TFF1l, TMPRSS3, UBASH3A, RSPH1, SLC37A1,
PDEYA, WDR4, NDUFV3, PKNOX1, CBS, U2AF1, CRYAA, SIK1, C21orf125,
C21orf84, HSF2BP, RRP1B, PDXK, CSTB, RRP1, LOC284837, AGPATS3,
TRAPPC10, PWP2, C210rf33, ICOSLG, DNMT3L, AIRE, PFKL, C2lorf2,
TRPM2, LRRC3, C21lorf29, C210rf90, KRTAP10-1, KRTAP10-2, KRTAP10-3,
KRTAP10-4, KRTAP10-5, KRTAP10-6, KRTAP10-7, KRTAP10-8, KRTAP10-9,
KRTAP10-10, KRTAP10-11, KRTAP12-4, KRTAP12-3, KRTAP12-2, KRTAP12-
1, KRTAP10-12, UBE2G2, SUMO3, PTTG1IP, ITGB2, C2lorf67, C21lorf70,
NCRNA00162, C2lorfl22, ADARB1, POFUT2, LOC642852, COL18A1,
NCRNAO0175, SLC19A1, PKNOX1, CBS, BACE2, FAM3B, MX2, MX1,
TMPRSS2, RIPK4, PRDM15, C2CD2, ZNF295, UMODL1, FLJ41733, SNF1LK

Xg13.1 PJAL
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