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RESUMO

Ayala FRR. Impacto prognéstico de aberracdes cromossdmicas em
tumores de Ewing/PNET. Sdo Paulo; 2011. [Tese de Doutorado-Fundacéao

Antdnio Prudente].

Introducdo: A fusdo EWS-ETS é um evento genético envolvido na
patogénesis dos tumores de Ewing (TE); entretanto, a progressdo dessa
doenca € devido a adi¢cado de outras alteragdes genéticas. Objetivo: Analisar
0 impacto progndstico de regides genéticas especificas em um série de
pacientes com TE. Material e Métodos: Através de analises in silico usando
0 banco de dados Progenetix, os cromossomos 7, 8 e 12 e as regides 1q e
16q foram identificadas como alteragbes genéticas mais recorrentes na
progressao de TE, mas sem consisténcia quanto ao prognéstico. Laminas
de TMA, incluindo 132 pacientes com TE do Hopsital A.C. Camargo, foram
construidas para analises de alteragdes no numero de copias génicas (ANC)
dos cromossomos 7, 8 12 e regides 1932.1 (KIF14/MDM4/PIK3C2B/DDX59)
e 16921 (CDH11), por hidridacdo por fluorescéncia in situ em nucleos
interfasicos (iIFISH). Essas analises foram feitas através da construgao de
sondas caseiras (BAC) (laboratério de citogenética molecular, Canada) para
as regides 1932.1 e 16921 e através de sondas comerciais de centrdbmeros
7, 8 e 12. Ao final, a frequéncia de ANC foram correlacionadas com as
caracteristicas clinico-patolégicas e sobrevida dos pacientes. Resultados:
Andlises de ANC mostraram ganhos em 1q32.1 em 15/121 (12.4%)
pacientes. Anormalidades em 16921 foram vistas em 24/115 (20.9%)
pacientes: um grupo com 11/115 (9.6%) pacientes apresentaram delec¢des
por hemizigose, e o outro, 13/115 (11.3%) pacientes apresentaram ganhos
em 16921. Aneussomias dos cromossomos 7, 8 e 12 foram vistas em 9.7%,
21.8% e 14.5%, respectivamente. Analises univariadas mostraram
associagdo entre ganhos de 16921 (p=0.029) ou 1qg32.1 (p=0.005) e

recorréncia da doenca em pacientes portadores de TE com doenca



localizada. As curvas de sobrevida global mostraram ganhos em 16g21
como prognostico desfavoravel (p=0.04) para doencga localizada. Curvas de
sobrevida livre de doenga apresentaram ganhos em, 1932.1 (p=0.014) e em
16921 (p=0.002), como parametros genéticos para risco de recorrénica em
pacientes com TE localizados. O grupo de pacientes da populagao geral que
apresentaram ganhos do cromossomo 8, apresentaram bom progndstico
(p=0.04). Além disso, pacientes que mostraram ganhos da regido 16921,
concomitantemente, com ganhos do cromossomo 7, 8 e/ou 12 tiveram as
piores taxas de sobrevida livre de doencga que outras interagcdes (p=0.006),
mas somente a associagao com o ganhos do cromossomo 12 apresentaram
associagao estatistica na populacdo total (p<0.0001) e na localizada
(p=0.003) Analises multivariadas confirmaram 1932.1, 16921 e alteragdes de
16921 com as aberragdes do cromossomo 12, como fatores prognédsticos
independentes de recorréncia para doenga localizada. Concluséo: Ganhos
de copias génicas em 1932.1 e 16921 constituem relevantes marcadores de
recorréncia em TE localizados. Trissomia do cromossomo 12 € indicativo de
doenga avancada somente associada a ganho da regido 16g21. As
alteragdes genéticas nessas regides podem alterar fungcdes de importantes
genes em distintas vias moleculares, e, assim, desencadear mecanismos
moleculares complexos que levardo ao crescimento e agressividade tumoral

em pacientes portadores de TE.



SUMMARY

Ayala FRR. [Prognostic impact of chromosomal aberration in
Ewing/PNET tumors]. Sdo Paulo; 2011. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antdnio Prudente].

Background: EWS-ETS genetic fusion appears to be the initiating
mechanism behind Ewing Family of Tumors (EFT) pathogenesis; however,
progression of the disease is dependent on additional genetic alterations.
Objective: To analyse specific genetic alterations on a large serie of EFT.
Material and Methods: Using the Progenetix database, we identified mainly
genomic alteration of chromosome 7, 8 12 and 1q, and at 16q, as the most
recurrent genetic alterations linked to EFT progression without consistency
as markers of relapse in EFT. Clinic features of a large genotype cohort of
132 patients with EFT were retrospectively reviewed from A.C. Camargo
Hospital records. Tissue microarrays (TMA) were built for interphase
fluorescent in situ hybridization (iFISH) analysis of chromosomes 7, 8 12
(commercial probes) and regions of 1932.1 (KIF14/MDM4/PIK3C2B/DDX59)
and 16g21 (CDH11), these last using BAC probes (Molecular Cytogenetic
laboratory, Canada). The frequencies of gene copy number alterations (CNA)
were compared with patient’s clinical parameters and follow-ups. Results:
CNA analysis showed gains at 1q32.1 in 15/121 (12.4%) patients.
Abnormalities at 16921 were seen in 24/115 (20.9%) patients: a group with
11/115 (9.6%) patients presented hemizygous deletion, and another, 13/115
(11.3%) patients showed gains at 16g21. Aneusomies at chromosome 7, 8
and 12 were seen in 9.7%, 21.8% and 14.5%, respectively. A significant
association between 1932.1 gains and 16921 losses (p=0.029) was detected,
but not a significant clinical synergism. Gains at 16q21 were associated with
tumor relapse in the localized disease population (p=0.029). Gains at 1932.1
or at 1621 were associated with an unfavorable outcome, and were

confirmed as independent prognostic relapse markers (p=0.014; p=0.002) for



localized disease. Also, extra copies of chromosome 8 defined patients with
good prognosis (p=0.04). Moreover, patients that showed gains at 16921,
with extra copies of 7, 8 and/or 12 presented poor rates for disease free
survival (p=0.006). However, only 16921 gains were associated with trisomy
12 (p<0.0001) in total population and localized disease (p=0.003), its
interaction constituted an independent prognostic risk of relapse value.
Conclusions: CNA of 1932.1 and 16921 constitute valuable indicators of
relapse in localized EFT. Trisomy 12 is indicative of advanced disease only
associated with 16921 gains. Genomic alterations of the critical genes in
these chromosomal regions, probably activate key downstream target genes
of distinct pathways, which then lead to an intricate molecular mechanism for

tumor growth and aggressiveness.
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1  INTRODUCAO

Pela primeira vez descrito por James Ewing em 1921, os tumores de
Ewing (TE) sdo a segunda neoplasia mais comum do 0sso em criangas,
correspondendo a cerca de 6% de todos os tumores &ésseos primarios
(EWING 2006; PFEIFER 2006). Apesar da sua origem desconhecida, essa
neoplasia possue caracteristicas de células mesenquimais e
neuroectodérmicas primitivas, sendo essa ultima constituida de células
embrionarias que migram da crista neural (HOROWITZ et al. 1992;
KHOURY 2005; PFEIFER 2006). Sua incidéncia € maior em meninos e na
raca branca, sendo extremamente raros em negros. Semelhante ao
osteossarcoma, a idade preferencial de acometimento ocorre na segunda
década de vida (KHOURY 2005; SZUHAI et al. 2007).

Os tumores de Ewing tém alta propensao a recorréncias locais e
metastases a distancia (LAHL et al. 2008). Pelo menos 25% dos casos ja
apresentam metastases ao diagnéstico (BURCHILL 2003). A presenga de
metastase € um importante fator adverso que afeta a sobrevida de pacientes
com TE.

Estudos demonstraram que o tumor neuroectodérmico primitivo
(PNET) e tumores de Ewing correspondem a mesma entidade (GRIER
1997). Morfologicamente, sao constituidos de células pequenas,
arredondadas, citoplasmas escassos, claros e ricos em glicogénio, podendo

assim ser identificados mediante coloragdo com acido de Schiff periddico
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(PAS, sigla em inglés) (Figura 1). Ambos expressam fortemente o antigeno
CD99 (produto do gene MIC2) (SORENSEN et al. 1993; JURGENS 1994;

GRIER 1997; BERNSTEIN et al. 2006), a imunoistoquimica.

Fonte: Departamento de Patologia

Legenda: Fotomicrografia da morfologia de tumores de Ewing em coloracdo de H/E

pertencentes a casuistica do Hospital A.C.Camargo.

Figura 1 - Imagem histologica representativa tumores de Ewing (H/E)-

células pequenas, arredondadas e citoplasmas escassos. 100x
Molecularmente, apresentam as mesmas translocacoes

cromossémicas especificas, sendo a mais comum t(11; 22) (q24;q12). O

antigeno FLI1 (porcao do produto de fusdo do EWS-FLI1) pode ser

detectado por imunoistoquimica, apresentando valor diagnostico (TURC-

CAREL et al. 1983; WHANG-PENG et al. 1984; DELATTRE et al. 1994;

ZIELENSKA et al. 2001).
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A translocacdo t(11;22) (q24; g12) esta presente em 85-90% dos
TE/PNET (KHOURY 2005; PFEIFER 2006; MITELMAN et al. 2011). Essa
translocagdo gera um transcrito da fusdo quimérica entre o gene EWS
(22q12) e FLI 1 (11924), principalmente do tipo 1 (consiste na unido dos
éxons 1-7 de EWS com os éxons 6-9 do FLI 1, em 60% dos casos)
(DELATTRE et al. 1992; DE ALAVA et al. 2000b; JANKNECHT 2005;
MHAWECH-FAUCEGLIA et al. 2006). Esse tipo de fusdo codifica uma
proteina que tem uma atividade de transativacdo mais fraca e que esta
associada a baixas taxas proliferativas e também a maiores taxas de
sobrevida livre de doenga (DELATTRE et al. 1992; DE ALAVA et al. 2000b).
Em alguns casos o gene EWS pode estar rearranjado com outros
oncogenes da familia de tumores de Ewing (SANDBERG e BRIDGE 2000;

BURCHILL 2003; KHOURY 2005; PFEIFER 2006; SZUHAI et al. 2007).

1.1 FUSOES DO GENE EWS-ETS

Em adicdo a translocagao (11; 22), ha translocagbes cromossdmicas
variantes como: t(21; 22) (q24; 912 ) (EWS-ERG) ou t(7; 22) (922; q12)
(EWS-ETV1), e estao presentes em aproximadamente 5-10% dos TE/PNET
(NG et al. 2007; WANG et al. 2007). Outras translocagbes cromossdmicas
foram encontradas, porém de forma rara no TE/PNET (menos que 1% dos
casos), tais como: t(17; 22) (q21; q12) (EWS-E1AF); t(2; 22) (q33; q12)

(EWS-FEV), inversao do g22 (EWS- ZSG) e t(16;21) (p11; q22) (TLS-ERG)
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(MOROHOSHI et al. 1996; BERTOLOTTI et al. 1996; SHING et al. 2003; NG
et al. 2007).

Alguns tumores apresentam alteragdes cromossdémicas secundarias
aos rearranjos do gene EWS, principalmente ganhos de 1qg (ARMENGOL et
al. 1997), trissomias do cromossomo 8 (44% dos casos) e 12 (29% dos
casos) e der (16) t(1;16) (18% dos casos) (HATTINGER et al. 1996;
MAURICI et al. 1998; BURCHILL 2003; MAIRE et al. 2008) e ainda,
delegcdes no braco curto do cromossomo 1. Tais alteragdes tém sido
associadas a pior prognéstico (HATTINGER et al. 1999; SELVARAJAH et al.
2007). Outros autores tém mostrado que ganhos no brago longo do
cromossomo 1, resultante de uma translocagcédo nao-balanceada t(1; 16),
apresenta um impacto negativo na sobrevida dos pacientes com TE/PNET
(STARK et al. 1997). Essa aberragdo cromossémica € uma ocorréncia
preferencial em outros tipos de neoplasias pediatricas como: tumor de Wilms
(SLATER e MANNENS 1992; GRUNDY et al. 1994), retinoblastoma
(SQUIRE et al. 1985) e mieloma multiplo (MUGNERET et al. 1988).
SAXENA et al. (2006). Analisando um caso de TE/PNET renal encontraram
novas possiveis alteracbes cromossdmicas numéricas, tais como: +3, +18, -
15 +19, detectado através da analise do caridtipo de material a fresco.
Outros estudos de casos, recentemente publicados, detectaram novas
alteracbes cromossOmicas através da analise do caridtipo de um paciente
que apresentava metastase no momento do diagndstico. Tais alteragdes
foram: -9, t(10; 17), t(14;22), t(20;22), t(19;22) (SZUHAI et al. 2007, MAIRE

et al. 2008).
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1.2 TRATAMENTO DOS TUMORES DE EWING - UMA

ABORDAGEM MOLECULAR

A estratégia de tratamento depende de uma série de fatores, tais
como, tamanho, localizagao e estadio do tumor. O tratamento de tumores de
Ewing requer a remog¢ao do tumor primario por meio de cirurgia e/ou
radioterapia. Algumas vezes, a combinacdo das duas modalidades de
terapia tem maiores chances de sucesso.

Independentemente da extensao do tumor, quase todos os pacientes
recebem ciclos de quimioterapia neoadjuvante, variando de acordo com
ressecabilidade eventual do tumor. Eles possuem o intuito de reduzir o
tamanho do tumor, quando indicada como medida pré-cirurgica e, pos-
cirurgica, para combater células malignas que nao puderam ser removidas.

Aproximadamente 30% dos pacientes apresentam metastases ou
micrometastases (ndo detectaveis pelos métodos habituais de diagndstico),
para as quais a quimioterapia € aplicada com altas taxas de sucesso. No
entanto, mesmo aplicando a quimioterapia convencional parece ainda ser
incapaz de melhorar a sobrevida dos pacientes com metastase ou doenca
recorrente. Portando, uma nova abordagem deve ser tomada. Embora a
fusdo EWS-FLI-1 seja necessaria para a transformagdo do processo
neoplasico, ela ndo é suficiente para a progressao do tumor, sem uma
interacdo complexa de moléculas ativadas, tais como: IGF-1R, mTOR,
MAPK, PI3K/AKT, EGFR, VEGF (ZHOU et al. 2007). Diante disso, muitas

dessas moléculas e outras vias associadas sao encontradas desreguladas
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nesses tumores, quando avaliados por CGH array, principalmente, em
pacientes cujos tumores responderam mal a terapia neoadjuvante, seguindo
o protocolo do grupo de EURO-EWING'99 (SCHAEFER et al. 2008). Ainda,
outras metas incluem a via de sinalizagdo Wnt (UREN et al. 2004), a via de
sinalizagao Hedgehog (ZWERNER et al. 2008), e a via p53 (DE AVALA et al.
2000a). A medida que as vias reguladoras responsaveis pela transformacao,
pelo crescimento e pelo desenvolvimento de metastases em tumores de
Ewing se tornam mais conhecidas, o numero de potenciais terapias-alvos
moleculares vai se expandindo em paralelo.

Desta forma, apesar das melhorias significativas na sobrevida, nos
ultimos 40 anos, para pacientes com doencga localizada, esse progresso nao
tem se estendido a pacientes com metastase ou doenca recorrente. Uma
melhor compreens&o da complexa biologia de tumores de Ewing pode, sem
duvida, fornecer o desenvolvimento de terapias-alvos moleculares eficazes,

delineadas através da descoberta de novos biomarcadores prognésticos.

1.3 VALOR PROGNOSTICO DAS ABERRACOES

CROMOSSOMICAS EM TUMORES DE EWING

Ainda é pouco esclarecido se o papel das aquisicoes de aberracdes
cromossbmicas pode determinar um pior progndéstico. O prognéstico de
TE/PNET tem melhorado com o desenvolvimento de novas técnicas de
tratamento e atualmente a taxa de sobrevida é estimada em cerca de 41%,

em cinco anos (HATTINGER et al. 2002). At¢ o momento ndo ha
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marcadores moleculares eficazes e confiaveis para identificar pacientes que
nao respondam bem a quimioterapia.

Alguns fatores tém sido utilizados para predizer um melhor ou pior
prognéstico como: estadiamento clinico, localizagdo anatébmica e tamanho
do tumor. Tumores que apresentam metastases ao diagndéstico e de regiao
pélvica, apresentam tendéncia a pior progndstico (JURGENS et al. 1988;
COTTERILL et al. 2000).

Em pacientes com doencga localizada, histologia com pobre resposta a
quimioterapia (PICCI et al. 1997), tumor volumoso (JURGENS et al. 1988;
KOSCIELNIAK et al. 1992) e idade menor que 15 anos ao diagndstico, tém
sido variavelmente associados a resposta clinica adversa (COTTERILL et al.
2000). Portanto, é de grande importancia o reconhecimento de marcadores
genéticos, ou outros parametros sugestivos de pior resposta a quimioterapia
para aplicagao de um tratamento mais agressivo como terapia mieloablativa,
por exemplo.

O tipo de fusdo do gene considerado como assinatura genética para
os tumores de Ewing — EWSR1-FLI1, tem seu valor progndstico variavel até
o momento. Estudos retrospectivos de fusdo do tipo 1, indicam que essa
fusao codifica um fator de trascricao quimérico menos ativo na célula, e esta
associado a bom prognéstico (ZOUBEK et al. 1996; DE ALAVA et al.
2000b). Todavia, recentes estudos prospectivos refutaram a hipotese da
existéncia de algum beneficio progndstico para a presenga da fusdo do tipo
1 (LE DELEY et al. 2010; KOVAR 2010), concluindo que nao ha diferenca

entre os tipos de fusdo desses genes.
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Recentemente, delegcbes do gene INK4A (9p21) e alteragdes do gene
TP53 (17p13) foram utilizadas para definir pequenos grupos de pacientes
com pior prognostico (KOVAR et al. 1997; WEI et al. 2000).

Além disso, alguns marcadores genéticos moleculares, como
aumento do numero de cépias dos cromossomos 7, 8, 12 e do 1q e a perda
de 1p, tém sido relacionados ao estagio avangado da doenca, mas ainda é
controversa sua relagao ao prognostico de tumores de Ewing (ARMENGOL
et al. 1997; THORNER e SQUIRE 1998, KULLENDORFF et al. 1999). Em
alguns estudos, todos os casos com ganhos do cromossomo 12,
simultaneamente mostraram ganhos do cromossomo 8, sugerindo um
envolvimento comum do mecanismo de aneussomia (Figura 2).

Estudos in vitro mostram que células com trissomia do cromossomo 8
podem apresentar um crescimento acelerado do tumor (FAGIOLI et al. 1995;
TARKKANEN et al. 1999), e a aquisicdo de uma copia adicional do
cromossomo 8 em leucemia € um marcador citogenético bem estabelecido
de doenga avancada (MITELMAN et al. 2011). Além disso, segundo
TRAKHTENBROT et al. (2002), a presenga da trissomia do cromossomo 8
esta associada a fendtipo proliferativo, mas ainda pouco se sabe a respeito
das aberragdes cromossémicas nos tumores de Ewing.

Ganhos de cromossémicas tém sido associados a doenga avangada
em muitos tumores soélidos, e parecem refletir a perda do controle da
disjungdo cromossémica durante a mitose ou/e meiose | (CAHILL et al.

1998; ZIELENSKA et al. 2000).
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Embora ganhos dos cromossomos 1, 8 e 12 também tenham sido
ligados a pior resposta a tratamentos em outras doengas malignas, em
TE/PNET faltam evidéncias definitivas que confirmem que essas mudancas
sejam responsaveis por doenga mais agressiva (HATTINGER et al. 2002).

Pouco se sabe sobre a evolucido de pacientes com tumores de
Ewing/PNET. Trabalhos que utilizaram métodos de citogenética molecular
mostram inconsisténcia de resultados para identificar e confirmar a influéncia
de aberragdes cromossdmicas secundarias no prognéstico de pacientes
com TE. Este trabalho é favorecido pela presenga de uma grande série de
pacientes, o que vai dar suporte para nossas conclusdes. Indubitavelmente,
estudos envolvendo a busca de novos marcadores genéticos irdo ajudar a
reconhecer tumores de Ewing/PNET com propensao a recorréncia local ou

doenca avancada.

1.4 CROMOSSOMO 1q (KIF14/DDX59/MDM4/ PIK3C2R)

O cromossomo 1 tem sido reportado com um significante papel na
oncogéneses de diversos canceres humanos, tais como retinoblastoma,
glioblastoma, mama e laringe (BAUDIS 2009). Acreditam-se que ganhos de
material genético no brago longo do cromossomo 1g sdo uma das
anormalidades cromossOmicas mais recorrentes em varias neoplasias,
incluindo os tumores da familia Ewing (ARMENGOL et al. 1997;
HATTINGER et al. 2002, CORSON et al. 2005). A alteragdo genética em 1q

parece ser uma caracteristica de diversos tumores e indica a presenca de
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um ou mais oncogenes com proeminente papel em tumorigéneses. Estudos
anteriores tém identificado através de aCGH que a regidao 1q31-1q32 como
minima regidao de ganho mais frequente (RIEMENSCHNEIDER et al 2003;
CORSON et al. 2005). Estudos subsequentes de analises de expressao de
diversos genes revelou 1932.1 como regiao de minima recorréncia e atribuiu
a alta expressdo de KIF14 e MDM4 como potenciais candidatos
oncogénicos responsaveis por dirigir a progressao maligna. Evidéncias
mostraram que KIF14, membro da familia de kinesinas mitdticas, codifica
uma proteina responsavel pela manutengcéo da segregagao cromossdmica
durante a mitose, porém podendo manifestar aberrante nimero de copias e
alta expressdo génica em varios canceres (CORSON et al. 2007,
MADHAVAN et al. 2007; MARKOWSKI et al. 2009). Entretando, o gene
MDM4, também localizado no locus 1g32.1, tem sido relatado o seu
potencial oncogene, principalmente quando envolvido na progressao celular
via inativagao do gene p53 (DE AVALA et al. 2000a). Estudos baseados em
array DNA (aCGH) e numero de coépias génicas (FISH) indicaram MDM4
como um importante candidato oncogénico devido ao seu elevado numero
de copias genbmicas, aumento na expressao do seu transcrito e, aumento
de expressao proteica em varios tumores humanos (CORSON et al. 2005).
Todavia, nenhum estudo em tumores de Ewing foi reportado até o momento.
Em adicdo a esses genes descritos acima, o gene DDX59 e o PIK3C2R,
também residem nesse locus.

O gene DDX59, é pertencente a familia Box DEAD de RNA helicases

que controla a ligacao da molécula de ATP e a hidrdlise celular. Esse gene
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encontra-se relacionado com o processo de tumorigénese em tumores de
célon-reto e mama, com importante valor como alvo diagndstico e
terapéutico (SJOBLOM et al. 2006). Ja o gene, PIK3C2R é um variante gene
promissor da familia PI3K com fungdo envolvida na regulacédo de varios
processos celulares, incluindo crescimento celular, proliferacdo, apoptose,
motilidade, angiogénese, diferenciagao e transporte intracelular (FOSTER et
al. 2009). Alteragdes genéticas como, mutagdo, amplificagcdo e rearranjos
nos genes da via PI3K e seus subsequentes alvos génicos tém sido
observados em varios canceres (VIVANCO et al. 2007, BOORMANS et al.
2010, LI et al. 2011). Devido ao seu significante envolvimento na proliferagéo
celular, a maioria dos estudos nessa via tem focado no seu potential como
alvos de terapias anti-canceres. Apesar do importante papel dessa via na
progressao do cancer, a fungdo dos genes variantes da via PI3K, nédo tém
sido muito especulada. PIK3C2M3, molécula que possue um importante papel
na via de sinalizacao PI3K/AKT, regulando um grande numero de processos
celulares (KNOBBE et al. 2005), apresenta-se amplificada em gliobastoma
(VAN DEN BOOM et al. 2003), mas até o momento, ndo ha achados em

tumores de Ewing.

1.5 CROMOSSOMO 16¢ (CDH11)

Através de analises do banco de dados de aberragdes
cromossbmicas em cancer (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitel_

Search#MARK), observamos um vasto envolvimento de aberragdes
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numeéricas e estruturais do cromossomo 16 em varios tumores sélidos e nao-
solidos, como adenocarcinoma de mama, adenocarcinoma de pulmio e
leucemia mieldide aguda. Especificadamente, o locus 16g21, onde reside o
CDH11, um potencial supressor tumoral envolvido na adesdo e migragao
celular, tem sido associado com a progressao de muitas neoplasias, como
osteossarcoma (NAKAJIMA et al. 2008) e retinoblastoma (MARCHONG et
al. 2004), devido aos defeitos na interagao célula-célula e célula-matriz que
sdo umas das marcas de progressao tumoral. Outros estudos também tém
indicado que, a expressdo de CDH11, estd envolvida na progressao da
doenca e na sobrevida em pacientes com osteossarcoma. Além disso, o
gene CDH11 possui um sitio de ligagdo para o gene beta-catenina, o que
indica a sua interacdo com proteinas da via WNT para a manutencéo da
adesado célula-célula. Estudos em mRNA mostraram que a sua aumento de
expressao esta associada com prognéstico ruim em pacientes com tumores
de Ewing (OHALI et al. 2004), mas nenhum estudo descreveu o numero de
copias desse gene e a sua relagdo com prognostico nesta neoplasia.
Portanto, de acordo com o exposto, este presente estudo procura
identificar novos marcadores genéticos que irdo ajudar a reconhecer
tumores de Ewing com propensao a recorréncia local ou doenga avangada,

permitindo estabelecer tratamentos mais intensos para esses pacientes.
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Legenda: As primeiras alteracdes genéticas estéo relacionadas ao TE (Tumores de Ewing)
ou a posterior diferenciagdo neural que ocorre no PNET. Alteragdes cromossdmicas
secundarias levam a doenga progressiva.

Figura 2 - Modelo esquematico de eventos genéticos em tumores do grupo

de TE que levam a doenga avancada.



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 14

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar novas alteragbes genéticas em amostras de tumores de
Ewing, através da técnica de interfase FISH, visando identificar novos
marcadores progndsticos que possam ser usados para estratificar do risco
de evolucéo desfavoravel e, consequentemente, direcionar a um tratamento

com regimes mais intesivos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desse estudo sao:

. Construir IJdminas de TMA e um banco de dados com caracteristicas
clinico-patolégicas em pacientes portadores de tumores de Ewing,
visando a instalagao de uma linha de pesquisa especifica no Hospital
A.C. Camargo;

. Associar os dados genéticos com as caracteristicas clinico-
patolégicas (extensdo da doenga, sitio do tumor primario, local da
metastase, recorréncia e sobrevida global e livre de doencga) e
epidemioldgicas (idade, sexo) coletados dos pacientes, visando

estabelecer perfis genéticos para diferentes condigdes clinicas;



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 15

Avaliar o perfil de translocagdes e/ou outras alteragdes
cromossémicas em laminas de TMA, através da técnica de interfase
FISH. Associar as translocagbes especificas (EWSR1-FLI1) de
tumores de Ewing, ja descritas na literatura, e alteragées secundarias
(cromossomos +7, +8, +12, 1q+ e 16q-), a fim de verificar padrdes
citogenéticos que possam ser usados como marcadores prognosticos

dessa doenca.
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3 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES E ESPECIES TUMORAIS

Resumidamente, foram incluidos no estudo pacientes admitidos no
Departamento de Cirurgia Pélvica do Centro de Tratamento e Pesquisa do
Hospital A.C. Camargo da Fundagédo Anténio Prudente, Sdo Paulo, Brasil,
no periodo de 1975 a 2008, com diagndstico de tumores de Ewing. A partir
de uma amostra 306 pacientes, 226 casos puderam ser resgatados do
arquivo (laminas e blocos) para reavaliar o diagndstico e o tipo histolégico da
neoplasia. Destes, 175 casos foram selecionados para analise pela técnica
de imunoistoquimica, com o propdsito de confirmagdo diagndstica. E ao

final, 132 casos com tumores de Ewing foram incluidos neste estudo.

3.1.1 Critérios de Incluséo

. Pacientes portadores de tumores de Ewing admitidos neste hospital,
confirmados por imunoistoquimica and interfase FISH (EWSR1/FLI1);

. Casos que apresentaram materiais arquivados (blocos de parafina)

com quantidade suficiente de tumor para o estudo.

3.1.2 Critérios de Exclusao
Casos que apresentaram material tumoral sem condi¢des de estudo

IHQ/FISH ou avaliados por descalcificacdo excessiva e/ou extensa necrose
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tumoral. Pacientes que ndo possuiam dados clinico-patolégicos completos
nos prontuarios meédicos arquivados no Servico de Arquivo Médico e

Estatistica (SAME) do Hospital A.C. Camargo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Caracterizacdo da amostra

Primeiramente, para o desenvolvimento deste trabalho, foram
estudados os 226 casos recuperados do arquivo do Departamento de
Anatomia Patologica do Hospital A.C. Camargo da Fundagdo Antdnio
Prudente, com seus respectivos blocos e laminas entre os anos de 1975 e
2008. De todas as laminas e seus respectivos blocos de parafina dos casos
em questdo, foram obtidos novos cortes e coloragdo em Hematoxilina e
Eosina (HE). As laminas de cada bloco foram revisadas pelo autor e pela
patologista do departamento de Anatomia Patolégica (IWC), para
confirmagéo diagndstica e para selecdo da lamina com a quantidade mais
representativa do tumor.

ApoOs esta analise, foram excluidos 51 casos, restando 175 casos
selecionados para realizacdo da técnica de imunoistoquimica. Nesta etapa
do trabalho, as reagdes de imunoistoquimica foram analisadas pelo autor e
por dois patologistas, (IWC e RF), do Departamento de Anatomia Patoldgica
do Hospital A.C. Camargo. Para a revisdo dos diagnosticos, foram
analisadas as imunorreatividades das proteinas CD99 e FLI-1 para todos os

casos (Anexos 1 e 2). Ainda, outros anticorpos foram incorporados a casos
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que exigiram um painel mais amplo de marcadores, como, por exemplo,
marcadores linfoides, epiteliais e de diferenciacdo rabdomioblasticas, a fim
de se chegar ao diagnéstico final. O protocolo e os anticorpos utilizados,
encontram-se no Anexo 3. Também para confirmacédo diagndstica, analise
da translocagao t(11;22) foi verificada, encontrando-se 95.5% dos casos
positivos para o rearranjo do gene EWS. Dos quais, 121 (89.6%) casos
apresentaram a fusdo EWSR1/FLI1, 8 (5.9%) casos apresentaram somente
o rearranjo do gene EWS e, 3 (2.3%) casos apresentando somente forte
positividade para CD99. O restante dos casos foram considerados nao
infomativos para a analise de FISH (falta de material tumoral na lamina).

As laminas dos pacientes selecionados com os respectivos blocos
foram separadas para a confecgdo do Tissue Microarray (TMA), através do
TMA “Arrayer” (Manual Tissue Arrayer, Beecher Instruments, Sun Prairie,
W1, USA). Para a confecgao do TMA, 108 casos de tumores de Ewing foram
incluidos, e 24 casos foram colocados em laminas individuais, uma vez que
a neoplasia era escassa, nao apresentando material suficiente para serem

incluidos em Iaminas de TMA (Figura 3).
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Figura 3 - Exemplar de |amina utilizada para analise de iFISH em corte

convencional dos 24 casos nao incluidos no TMA. Cada lamina continha 2-3

cortes de amostras diferentes.

Posteriormente, os dados clinicos e epidemiologicos dos pacientes
foram obtidos dos prontuarios médicos arquivados no SAME do Hospital
A.C. Camargo da Fundagé&o Antbnio Prudente. Apds a coleta dos dados
clinico-patoldgicos, dois casos presentes no TMA foram excluidos para o
estudo estatistico, por ndo possuirem dados clinicos completos.

Os dados coletados foram registrados em uma ficha de levantamento
de dados previamente definida (Anexo 4). Em seguida, uma analise
retrospectiva dos dados obtidos foi realizada. Ao final, 132 casos foram
incluidos neste estudo, dos quais, 115 casos correspondem a tumores
primarios e 17 casos representam metastases, sendo que em 4 casos havia
o tumor primario e a metastase pareados. A Tabela 2 que apresenta as

caracteristicas clinico-patolégicas dos 132 pacientes com tumores de Ewing
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do estudo, encontra-se nos resultados. Da caracterizagdo da amostra, a
idade média dos pacientes com tumores de Ewing ao diagndstico foi de 15
anos (variando de 0.25 meses - 52 anos). Desses, 79 pacientes eram do
sexo masculino (59.8%) e 53 do sexo feminino (40.2%). Os sitios tumorais
mais freqliientes no momento do diagndstico nos 95 casos com doenga
localizada foram: extremidade inferior (n = 43), seguido da extremidade
superior (n = 22), pelve (n = 16), da parede do térax (n = 12), face (n=1) e
parede abdominal (n = 1). Dos 37 pacientes com doenga disseminada no
momento do diagnédstico, os locais mais frequentes foram pelve (n = 13) e
extremidade inferior (n = 15), ainda, 9 pacientes apresentaram outros sitios
de localizacdo do tumor primario, todos com menos de 8 centimetros. A
maioria dos tumores era de origem 6ssea (n=121). A mediana do tempo
entre o inicio dos sintomas e o diagndstico da doencga localizada foi de 5
meses (variagdo de 0,17-60 meses). Os sintomas mais comuns foram dor
local e edema (n = 59), seguidos por somente dor local (n = 39). Enquanto
que para doenga disseminada, o tempo médio foi também o de 5 meses (0,5
- 36 meses). Nesses casos, 0s sinais precoce da doenca de Ewing mais
comuns foram somente dor local (n = 17), seguido de edema (n = 8). O
tratamento quimioterapico desses pacientes seguiram os protocolos do
Hospital A.C. Camargo de acordo com o periodo correspondente ao
diagnodstico. Portanto, os pacientes foram incluidos em tratamento de
poliquimioterapia, medidas de controle local com radioterapia e cirurgia, ou
uma combinacdo destes como apropriado para o periodo do estudo. As

drogas mais utilizadas foram: ifosfamida, adriamicina ciclofosfamida,
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etoposide, vincristina e actinomicina. A radioterapia foi indicada para
tumores irressecaveis, operados ou parcialmente ressecaveis, tumores em
pacientes com doenca metastatica, e também como tratamento paliativo
(COSTA et al. 2000). Dos 132 casos, 102 pacientes foram tratados com o
tratamento pré-operatério e 28 pacientes ndo foram tratados com
quimioterapia ou radioterapia, a situacao terapéutica era desconhecida para
dois pacientes. Este estudo foi analisado e aprovado pelo Conselho de
Revisdo Etica do Hospital A.C. Camargo em outubro de 2007 e pelo

Programa de Estagio no Exterior (Anexos 5 e 6)

3.2.2 Confeccéo de Laminas de Micro arranjo em Matriz de Tecidos
(tissue microarray — TMA)

Os casos selecionados apos a revisao diagnostica foram utilizados na
confeccdo de um bloco de TMA. A area tumoral foi identificada no bloco de
parafina doador, foi puncionada com agulha de 1 mm e os cilindros foram
transferidos para o bloco receptor (ANDRADE et al. 2007). As amostras
foram inseridas em duplicata nos seus respectivos blocos. Em seguida, foi
construido um mapa com a identificacdo detalhada de cada caso para
posterior localizacao destes. Foram realizados cortes seqlienciais de 3um de
espessura e colhidos em laminas adesivas para a construcdo de TMA
(Instrumedics, Hackensack NJ - EUA) (Figura 4). Todos os cortes foram
colhidos em uma unica vez e armazenados para uso posterior. O controle do
numero de casos avaliaveis foi realizado através da coloragdo com

Hematoxilina-Eosina a cada 25 cortes e com a contagem de cilindros
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presentes. Um caso foi definido como adequado quando o tumor ocupou
pelo menos 25% da éarea total do cilindro. O TMA foi considerado esgotado
quando mais que 25% das amostras nao eram adequadas para analise ou

nao se encontravam na lamina.
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Fonte: RIMM et al. (2001)

Legenda: Representagédo esquematica da confeccdo de lAminas de Tissue Microarray.

Figura 4 - (A) Esquema mostrando montagem do bloco de TMA e lamina
para analise e (B) Exemplar de Idamina de TMA em duplicata utilizada para

as analises de iFISH.

3.2.3 Analises in Silico

O estudo foi delineado através de analises de bioinformatica
utilizando as bases de dados de citogenética (BAUDIS 2009) e o programa
de computador, Nexus, versao 2005 (Biodiscovery Inc., EI Segundo, CA

90245 USA), visando as anadlises de numero de copias génicas mais
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frequentes/recorrentes em tumores de Ewing (Figura 5). Para a analise no
programa Nexus, foram utilizados dados publicados recentemente,
armazenados e disponiveis em banco de dados publicos (GEO, NCBI-
GSEB8398-Agilent_44k_25 amostras de tumores de Ewing e GSE 15696 -
Affymetrix Mapping 250K Nsp SNP Array). As analises por esse programa
foram feitas de acordo com os algoritmos padrdes determinados pelo

fabricante (BioDiscovery Inc., El Segundo, CA 90245 USA).
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Legenda: A) Perfil gendémico de 25 pacientes com tumores de Ewing pela técnica de
Microarray-base de hibridagdo gendémica comparativa (CGH array). Estudo encontrado no
banco de dados — NCBI/GEO database = GSE8398-Agilent_44k; B) Perfil gendémico de 27
pacientes com TE pela técnica de CGH array. Estudo encontrado no banco de dados —
NCBI/GEO database = GSE 15696. Affymetrix Mapping 250K Nsp SNP Array.

Figura 5 - Ideogramas de representagdo cromossOmica dos resultados de
analises in silico obtidos pelo programa Nexus para analisar a presengca e a
frequéncia de aberragbes em locus cromossémicos. As alteragbes genéticas em
1932.1, 16921 e, em cromossomos inteiros 7, 8 e 12 foram as mais comumente
encontradas.
3.2.4 Linhagem e Cultura Celular de Tumores de Ewing

A linhagem celular Hs. 822T de sarcoma de Ewing foi adquirida da
empresa American Type Culture Collection (ATCC, Rockeville, MD, # CRL-
7556™) e foi usada como controle da analise citogenética t(11; 22) pela
técnica de interfase FISH (iFISH). A linhagem celular foi cultivada de acordo

com o protocolo do fornecedor. Resumidamente, as células foram cultivadas

em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen,
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Carlsbad, CA, Burlington, ON, Canada), e colhidas por tripsinizagao, seguido
de lavagem com PBS, e subsequente fixacdo em formol a 10%. O
sedimento celular resultante foi em seguida emblocado em parafina,
cortados em secgdes (5um) e colocados em 10 laminas de vidro (Fisher

Scientific) prontas para aplicar a técnica de iFISH (Figura 6).

3.2.5 Cultura Celular de Sangue Normal e Obtencao de Laminas com
Metéafase

As células sanguineas (linfécitos) utilizadas para controle positivo das
sondas caseiras foram cultivadas de acordo com o protocolo de
procedimento padrdao de técnicas citogenéticas do laboratério do Prof.
Jeremy Squire (Queens University, Kingston, ON, Canadd). As células foram
cultivadas e alimentadas sincronizadamente, de dois em dois dias
conscecutivos em meio RPMI 1640 (Cultilab ®), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, CA, Burlington, ON, Canada), 1% L-
Glutamina (Gibco ®), 1% de penicilina/estreptomicina (Cultilab ®) e
colchicina (0.1ug/ml, Karyomax) (meio completo). Apés uma semana de
cultivo sincronizado, as células sanguineas foram suspensas com solugéo
hipoténica (KCL, 0.075M) a temperatura de 37°C por 15 a 25 minutos e,
entdo, centrifugadas (1000 rpm) por 10 minutos e, enfim, fixadas com
solugao de fixador gelado (3 metanol absoluto: 1 acido acético glacial). Apos
a aplicacdo da solucdo fixadora, a suspensdo celular foi submetida
novamente a centrifugagao (10 000 rpm) por 5 minutos, repetindo-se esse

procedimento de fixacdo por mais duas vezes. Posteriormente, para evitar a



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 26

evaporagao da solugao fixadora, o tubo foi armazenado a temperatura de -
20°C, até o momento do preparo de laminas com metafase por choque
térmico. As laminas de metafase foram feitas em laminas limpas (Fisher
Scientific) e imersas em agua deionizada e resfriadas a aproximadamente a
8°C por 12 horas antes do procedimento. Em miscroscopio de contraste de
fase, o melhor campo da lamina foi escolhido e delimitado com a utilizagao
de lapis de vidia para posterior orientacdo no procedimento de metafase
FISH usada como controle da marcagéo do gene-alvo por sondas caseiras

bacterianas.

3.2.6 Construcédo de Sondas Caseiras por Clonagem em Bactéria

BAC ou do inglés, Bacterial Artificial Chromosome é a constru¢ao do
DNA, baseado na fertilidade de um plasmidio artificial (F- plasmidio), usado
na clonagem e transformacdo em bactéria, geralmente com a E. Coli. O
tamanho da sequéncia de nucleotidio inserida na BAC, geralmente é de 150-
350 Kpb, podendo chegar a 700 Kpb. As BACs séo, frequentemente, usadas
para sequenciar 0 genoma de organismos em projetos genoma, como por
exemplo, o projeto Genoma Humano.

Para o desenvolvimento da ferramenta de analise pretendida, a
sequéncia nucleotidica, a posi¢ao (ordem linear), a distadncia e os nomes dos
clones bacterianos foram selecionados pelo Human March 2006,
depositados na biblioteca virtual UCSC Genome Browser (Karolchik, Kuhn,
et al. 2008). Esses clones foram testados quanto a especificidade através de

alinhamento local (BLAST) contra as sequéncias nucleotidicas de inumeros
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organismos depositados neste banco genbmico. Em seguida, os clones
selecionados foram adquiridos em uma placa de Petri da colecdo do
Hospital “Sick Kids”, Toronto, Canada. Para confirmacao da viabilidade, as
colénias de BAC transformadas oriundas do Hospital referido, foram
semeadas em uma nova placa de Petri de agar, com uma ponteira estéril e
incubadas em uma estufa a 37°C por 24 horas. Com outra ponteira estéril,
as coldnias bacterianas isoladas foram inoculadas e inseridas em um tubo
de polipropileno contendo meio liquido, Luria Bertani (LB), com o antibiético
adequado, em seguida incubada a 37°C, 220 rpm (C25 Incubator Shaker,
New Brunswick Scientific, NJ, USA), por 12-16 horas. No dia seguinte, a
extracdo do DNA de plasmidio bacteriano foi realizada.

Para esse estudo, os seguintes clones de BACs foram selecionados
da biblioteca virtual de RP11 (Roswell Park): para os genes da regiao
1932.1: RP11- 92G12 e RP11-143F20 (KIF14/DDX59) e RP11-97B14 e
RP11-433N15 (MDM4/PIK3C23). Ja para a regido de 16q21-16g22: RP11-
135L12/RP11- 22903/RP11- 316K24 (CDH11), ainda, para a mesma regiao,
servindo como sondas-controle, as BACs RP11-266K10/RP11-529K1 e
RP11-262G6/RP11-89014/RP11-11E14 (16922), localizadas
respectivamente, nas regides anterior e posterior do gene de interesse,

CDH11.

o A Extracao de DNA de Clones Bacterianos
O isolamento do DNA bacteriano foi realizado pelo método de lise

alcalina. Este protocolo foi uma modificagdo do protocolo padrao do
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fabricante, QIAGEN-Tip miniprep Kit (Qiagen, Valencia, California, USA),
usado para isolar no minimo 10ug de DNA purificado, a partir de culturas em
meio liquido - Luria Bertani. Brevemente, este procedimento consistiu dos
seguintes passos: (1) Preparagao/Suspensao celular; (2) Lise celular; (3)
Remocdo de proteinas e DNA de E. Coli; (4) Precipitacdo (Alcool); (5)
Lavagem do precipitado; (6) Suspensdao do DNA plasmidial. Todos os
passos citados foram realizados sem o uso da coluna com membrana de
silica ou de resina, e sem o uso do tampao TE (Tris —-EDTA), sugeridos pelo
fabricante.

Em seguida, a integridade do DNA extraido foi inferida através da
aplicacéo da amostra em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio
10 mg/mL e visualizado em luz UV (FluorChem. 8900 Multimage, Alpha
Innotech Corporation, California). A presenga de uma banda unica foi
indicativo de que o DNA alvo estava puro, bem dissolvido e ndo degradado.

Posteriormente, o mesmo foi quantificado por espectrofotometria
(NanoDrop® ND- 1000 UV-VIS, Spectrophotometer — Agilent Technologies
V3.3.0, USA). A concentragao de acidos nucléicos em solugéo foi calculada
em comprimento de onda de 260 nm, considerando-se que 1 DO260nm
equivale a 50 ug/mL de DNA. O grau de contaminagdo com proteinas foi
estimado a partir da relacdo entre as leituras efetuadas a 260 e 280 nm,
devendo o valor variar de 1.8 a 2.0.

A especificidade das sequéncias nucleotidicas foram testadas pela
reacdo de amplificacdo em cadeia (PCR) com um par de inciadores

especificos a cada sequéncia-alvo de interesse, com visualizacdo do
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produto (presenga de uma unica banda) em gel de agarose (1%), em
tampao TAE (0.5%).

Por fim, a partir do DNA plasmidial extraido de cada um dos clones
das bactérias do estudo, efetuou-se a marcacdo da sequéncia-alvo

complementar pela reacédo de Nick translation.

o Reacao de Nick translation

A reacdo de Nick Translation foi realizada usando Vysis Nick
Translation Kit (Abbott Molecular), segundo o protocolo fornecido pelo
fabricante, o qual ja foi publicado anteriormente (MERSCHER et al. 1997;
MAIRE et al. 2009). Basicamente, esta reagdo consistiu da incorporagao de
fluoréforos ligados a nucleotideos (dUTPs), comercialmente disponiveis:
SpectrumGreen-dUTP®, SpectrumOrange-dUTP® (Abbott Molecular — Vysis
Inc.) or SpectrumRed-dUTP® (PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Boston, MA, USA) aplicados a sequéncia-alvo complementar. O locus-
especifico de cada clone bacteriano e a qualidade da intensidade do sinal
foram confirmados pela reagdo de metafase FISH (mFISH), em amostras de
sangue normal. A presenca de sinais inespecificos descartavam o clone do
estudo; ja a presenca de sinais fracos foram indicativo de ineficiente
incorporacao de fluoréforos a sequéncia-alvo, o que foi sugestivo de fraca
visualizagdo do sinal em reacdes de interfase FISH (iFISH) de material

fixado em formalina e parafinado.
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o Reacédo de Hibridacao in situ por Fluorescéncia - FISH

Sondas utilizadas para deteccao de alteragbes cromossdmicas

Primeiramente, foram desenhadas sondas de BAC para a
confirmagéo diagnostica das amostras pela Citogenética Molecular, onde
foram usados a sonda caseira do FLI1 juntamente com a sonda
comercialmente disponivel para EWSR1, e, como resultante, obtivemos a
presengca ou auséncia da fusdo desses genes, como visto no controle-
positivo da linhagem celular (Figura 5).

Em seguida, confeccionamos as sondas de BAC para mapear a
regidao 1932.1 de, aproximadamente 4Mpb, onde est&o situados os genes -
KIF14/DDX59 e MDM4/PIK3C23. Além das sondas (BAC) para a reigao
1932.1, também foram utilizadas outras duas sondas caseiras para marcar a
regido proximal do centrébmero do cromossomo 1 - 121 (RP11- 196G18 e
RP11- 541H15), usadas como controle do numero de cromossomo 1 (Figura
7). Para a regiao 16921 (regido da Caderina osteoblastica — CDH11), quatro
BAC de sondas-controle - RP11-266K10/RP11-529K1 e RP11-262G6/RP11-
89014/RP11-11E14 (16g922) foram obtidas para marcacdo dessa area de
aproximadamente 11.8Mpb, além de uma sonda comercial centromérica
(DNA alfa-satélite) (Abbott Molecular — Vysis) para o cromossomo
correpondente (Figura 8). A nomenclatura genética utilizada foi a
internacional descrita pela International System for Human Cytogenetic

Nomenclature (ISCN) (MITELMAN 1995). Os DNAs extraidos de BAC foram
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marcados por Nick Translation com os fluoréforos: verde, vermelho, e/ou
laranja (Abbott Molecular - Vysis).

Para a analise do numero de coépias dos cromossomos 7, 8 e 12,
foram usadas sondas de sequéncia de DNA alfa-satélite disponiveis
comercialmente (D721, D8Z2 e D12Z3, respectivamente (Abbott Molecular -
Vysis). Enfim, as laminas de TMA foram hibridadas com essas sondas por
no minimo 18 horas e lavadas com solug¢des ja padronizadas para FISH e
contra-coradas com DAPI Il - 4',6-diamidino-2-phenylindole (Vectashield ®).
A Tabela 1 sumariza as sondas caseiras e comerciais utilizadas neste
estudo. A estratégia das reagdes de iFISH realizadas neste trabalho esta

apresentada na Figura 9.



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 32

Legenda: A) Validagdo da sonda caseira para o gene FLI-1 (5 — azul; 3’- rosa) pela mFISH,
63x ; B) Cultura de linhagem celular de tumores de Ewing (TE) (Hs 822T- ATCC), 100x; C)
Controle positivo da reagéo de iFISH - Linhagem celular de TE em FFEP, 63x. Vé-se a
unido dos sinais laranja e rosa, indicando a fusdo dos genes EWSR1-FLI1; D) Controle
negativo da reacdo de iFISH — tecido normal de placenta. Vé-se que os sinais verde e

laranja encontram-se unidos, sem quebra do gene EWS 100x.

Figura 6 - Reagbdes de mFISH e iFISH para validagdo da alteragcdo genética
do gene EWS.
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BAC1 - RP11- 54H15 BAC2- RP11-196G18

CEP1 {RP11- 54H15/196G18) & KIF14 (RP11- 143F20)

Legenda: Representagdo de duas metafases FISH de linfocitos de sangue normal para a
validagdo da regido locus-especifico de 2 BACs (cor pink) posicionadas na regido
pericentromérica da regido do cromossomo 1 (1g21). A esquerda, encontra-se a sonda
caseira de BAC, RP11- 54H15 em pink, usada para controle, juntamente com a sonda BAC
— RP11- 143F20 do gene-alvo. "A direita, mostra a hibridagdo da BAC pericentromérica
RP11-196G18 (pink), hibridada com a BAC situada no locus 1932.1 (laranja), usadas nas
analises de iFISH. As BACs adjacentes ao centrdbmero do cromossomo 1 estdo situadas a
6Mpb de distancia do centrdmero 1 (1911.1). A BAC RP11-143F20 compreende a regido

gendmica do KIF14/DDX59 (diregao ao teldbmero), que corresponde a 4Mpb de extenséo.

Figura 7 - Validagao da regiao locus-especifico, 1921 e 1q32.1, das sondas

caseiras de BAC por metafase FISH.
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Legenda: Representagdo de metafase FISH de linfécitos de sangue normal para a
validagdo da regido locus-especifico RP11-135L12/RP11- 22903/RP11- 316K24 (verde)
(CDH11), ainda, para a mesma regido, servindo como sondas-controle, as BACs RP11-
266K10/RP11-529K1 (rosa) e RP11-262G6/RP11-89014/RP11-11E14 (laranja) (16g22),
localizadas, respectivamente, nas regides anterior e posterior ao gene de interesse, CDH11.
Juntamente com a sonda comercial centromérica (DNA alfa-satélite) (Abbott Molecular —
Vysis) para o cromossomo 16 (aqua).

Figura 8 - Validagéo da regiao locus-especifico das sondas caseiras de BAC

por metafase FISH da regidao 16g21.
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Tabela 1 - Descrigao dos clones de BAC e sondas comerciais utilizados neste estudo.

Cromossomos Clone BAC Tipo de Sonda SIS VETETIE Objetlvo_da MEEEED CE Genes Candidatos
(cor) (Mbp) iFISH
RP11-2207A1 . Vermelho 1.61 ¢ o Qg
11924 RP11-2126E12 caseira Aqua 0.817 Fus&o FLI1 (5 e 3’ primers)
22912 - EWSR1(Vysis) L\e/a;eragéa :(1)? Break-Apart EWSR1 (5° e 3’ primers)
RP11-196G18
1921.1-21.2 caseira Vermelho ~1,98 Ganho/amplificacao F\C/:IESR;lSA
RP11-541H15
RP11-92G12 Verde 1.63
(~14q§l\2/I.t1p) RP11-97814 caseira Vermelho 1.74 Ganho/amplificagéo Mgll\/'lzié:?(gég%
) RP11-433N15 1.97 ’
RP11-135L12 1.97
RP11-22903 Verde 1.53 CDH11
RP11-316K24 1.56
ST3GAL2,
16921-16922 RP11-266K10 caseira 1.66 Hemizigose/ Homozigose COG4,AARS,DDX19A,SF3B,
~11.8Mb Vermelho Delecs
(~11.8Mbp) RP11-529K 1 1.96 (Delegéo) GOT2, FUK
RP11-262G6 1.61
RP11-89014 Laranja 1.76 SLC38A7,GOT2
RP11-11E14 1.56
1p11.1-9q11.1 - D1Z5(Vysis) Laranja - Aneuploidia -
7p11.1-q11.1 - D7Z1(Vysis) Verde - Aneuploidia -
8p11.1-p11.1 - D8Z2(Vysis) Aqua - Aneuploidia -
12p11.1-p11.1 - D12Z3(Vysis) Laranja - Aneuploidia -
16p11.1-q11.1 - D16Z3(Vysis) Aqua - Aneuploidia -

35
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Legenda - Confecgdo da sonda caseira de fusdo EWSR1-FLI1. Para o gene FLI-1, usou-se
a marcagao com as cores aqua-azul e vermelha (visualizagdo em rosa) e para o gene EWS,
usou-se a sonda pré-marcada com cores verdes e laranja (Vysis Inc.) para a regiao
EWSRL1. Aplicacdo da reagéo de interfase FISH no TMA com as sondas caseira para as
regides 19321 e 16921 e, também com as sondas comerciais para analise dos

cromossomos inteiros 7, 8 e 12.

Figura 9 - Representagdo esquematica da estratégia das reagdes de

iFISH realizadas neste estudo.
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o Hibridizacéo in situ fluorescente metafasica (mFISH) e interfasica
(iFISH)

As reacgdes de mFISH foram realizadas para o controle das sondas
caseiras em laminas contendo metafases de linfocitos de amostras de
sangue normal.

Ja as reacbes de iFISH foram realizadas em corte do bloco de TMA
contendo areas representativas das neoplasias (108 casos) e em cortes de
parafinas colocados em laminas individuais (24 casos). Portanto, além da
lamina de TMA, 12 Iaminas contendo 24 cortes histoldgicos (2-3 tecidos em
cada lamina) de amostras tumorais fixadas em formalina e emblocadas em
parafina que nao foram incluidas no TMA pela pouca quantidade do material
tumoral, também sofreram hibridacao pelas sondas citadas anteriormente.

Para todas as reagbes de iFISH realizadas, um tecido de placenta
normal, presente no TMA, foi utilizado como controle da sensibilidade e
especificidade de cada reagdo. Resumidamente, ambas as reacgdes

seguiram os protocolos descritos nos Anexos 7 e 8.

o Pré-tratamento das laminas para iFISH e mFISH

Para a técnica de mFISH, as laminas contendo metafase de linfocitos
de sangue normal foram colocadas em solugdo de 2xSSC (pH 7.0) a 37°C
durante 30 minutos e transferidas para uma série de desidratacdo em etanol:
70%, 90% e 100% em temperatura ambiente por 2 minutos cada.
Posteriormente, as laminas foram submetidas a desnaturacdo do DNA em

uma solugdo de 70% formamida/2xSSC (ph 7.0) durante 2 minutos e
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novamente transferidas para a mesma série de desidratagdo em etanol. Em
seguida, as laminas foram colocadas por 2 minutos a uma temperatura de -
20°C para impedir o reanelamento das fitas de DNA. Apds esse
procedimento, as laminas foram mantidas em estufa a 37°C para secagem
até a aplicagao da sonda. Para a técnica de iFISH, as laminas com material
tumoral foram desparafinizadas a 56°C por 12 horas antes de serem imersas
em 3 solugdes de xilol, e desidratadas em um série de 2 etandis 100% em
temperatura ambiente por 10 minutos cada. Depois disso, com a utilizacao
do aparelho de microondas (Citizen, 920W), as laminas foram tratadas com
citrado de sodio (10mM) por entermitentes intervalos de 15 minutos
(intervalos de 5 minutos em temperatura ambiente) e, ao final, foram
deixadas em temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, as mesmas
foram lavadas com solucédo 2xSSC por 5 minutos em temperatura ambiente.
Entdo, as laminas foram tratadas em uma solugao pré-aquecida de pepsina
(SIGMA, cat# P6887-250 mg) e 0.01 N HCL por 8 minutos e, transferidas
para uma nova solucdo de 2xSSC a 37°C, com subsequente desidratagao
na seguinte série de etanois: 70%, 90% e 100% em temperatura ambiente
por 2 minutos cada. Enfim, ela foram deixadas a temperatura ambiente até o

momento da aplicagado da sonda.

o Preparo da sonda e incubacgéo
As sondas foram pré-aquecidas a temperatura ambiente por 5
minutos e submetidas a um pulso de centrifugagdo. Para a preparacéo da

mistura das sondas caseiras, utilizou-se uma quantidade de 4ul de cada
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uma, diferentemente das sondas comerciais onde se aplicou o protocolo
recomendado pelo fornecedor, porém, ambas as sondas foram misturadas
em um unico tubo, quando hibridadas de uma sé vez, e homogeneizada em
solugdo tampado de hibridacdo (LSI/WCP hybridization buffer, Abbott
Molecular, Canada), até completar aproximadamente 10ul -20 ul da mistura.
Uma vez o cocktail de sondas pronto (sondas e hybridization buffer-
LSI/WCP hybridization buffer, Abbott Molecular, Canada) foi submetido a um
pulso de centrifugagédo, desnaturado a 75°C por 5 minutos € mantido a -
20°C, até o momento do uso. Em seguida, 10ul -20 pl da mistura foram
colocados sobre as laminas com material tumoral e essas recobertas por
laminulas de 24x50 mm (Fisher Scientific), vedadas com cimento de
borracha. Posteriormente, as mesmas foram pré-aquecidas em microondas
por 70 segundos (Citizen, 920W), a fim de promover a quebra das ligagdes
entre as proteinas, e aumentando assim a eficiéncia da hidridacao (KO et al.
2001; BROWN, 2007; SUGIMURA 2008, WEISE, 2009). Finalmente, as
laminas de TMA ou as individuais foram incubadas em camara umida e
escura (Thermobrite, Vysis — Abbott Laboratories), onde foi feita a co-
desnaturacdo a 80°C por 10 minutos e, em seguida, a hibridagc&o
propriamente dita, por 18-24 horas a 37°C. Em relacdo as laminas com
metafase de linfocitos normais, apds a aplicacdo das sondas marcadas,
essas foram diretamente colocadas na camara umida programada para 1
minuto de desnaturagdo a 80°C, seguido da hibridagdo por no minimo 18

horas a 37°C.
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o Lavagem poés-hibridacéao

Todas as laminas do estudo, tanto aquelas submetidas a mFISH,
quanto as submetidas a iFISH seguiram o mesmo protocolo de lavagem
pos-hibridacéao.

Apos o minimo de 18 horas de incubagao da hidridacéo in situ, as
laminulas de plastico que cobriam as laminas foram retiradas com o auxilio
de uma pinga, e, entdo, as mesmas foram lavadas em solugao pré-aquecida
de 2xSSC/0.3%NP40, 72°C por 2 minutos. Em seguida, as ldminas foram
transferidas para 2xSSC a temperatura ambiente por 5 minutos e
desidratadas em uma série gradual de etanois constituidos de 70%, 90% e
100% em temperatura ambiente por 2 minutos cada. Enfim, elas foram
deixadas a temperatura ambiente para secagem e contra-coloragdo com
solugédo antifade de DAPI Il (4',6-diamidino-2-phenylindole, Vectashield ®).
Assim, as laminas hibridadas foram estocadas no minimo 30 minutos em -

20°C, antes da analise em microscopio de epifluorescéncia.

o Critérios de Analise Citogenética Molecular por FISH Interfasico
Analises de amostras de FFEP tumorais de tumores de Ewing — iFISH
As analises de multicolor interfase FISH foram realizadas utilizando o
microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio Imager M.1®, com uma camera
digital, AxioCam MRm, acoplada. Equipado por um programa de computador
AxioVision 4.3 (Carl Zeiss Canada Ltd, Canada), e com uma luz ultravioleta
(HBO 100) por epi-iluminagdo. As analises foram realizadas utilizando a

objetiva Plan-Apochromat de imersédo a oleo - 63x/1.4, e com o0s seguintes
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filtros simples: DAPI, fluoresceina isotiocianato (FITC), SPOrange, Texas
Red, Aqua (Chroma Technology Corp., Bellowa Falls, USA). O filtro triplo
estava presente (Chroma Technology, Bellowa Falls, USA) para simultédnea
visualizacao das trés cores: azul-DAPI, verde e vermelho.

O estudo foi realizado em Iaminas de boa qualidade e com hibridacao
in situ superior a 70% (Taylor et al.,, 1994). Para cada sonda empregada
foram utilizados os seguintes critérios para avaliacdo: (1) 100 nucleos
interfasicos intactos, ndo sobrepostos uns aos outros ou truncados; (2)
sinais fluorescentes de intensidade equivalente e completamente separados.

Casos com auséncia ou escassez de tumor (menos 50%), ou com
células inviaveis para FISH (devido a artefatos pré-analiticos como o tipo e
tempo de fixacdo do material tumoral), foram considerados nao aplicaveis
(n&o informativos) para FISH e excluidos das analises. A proximidade entre
os sinais foi verificada considerando o espacgo entre eles, ou seja, quando o
didmetro era igual a um sinal, correspondeu a um unico sinal, no entanto,
quando separados por mais de dois sinais de diametro, foram considerados
dois sinais distintos (DRACOPOLI 2001, 2005; VARELLA-GARCIA et al.
2009). O critério utilizado para estabelecer o valor do ponto de corte (do
inglés, cut-off) das analises foi feito através da seguinte formula matematica:
meédia + 2*Desvio Padrao, através de 10 casos controles presentes no TMA
(WYANDT et al. 1998, AMIEL et al. 2003) para ganho e, média + 3*Desvio
Padrao (MEZZELANI et al. 1999; KAWAI et al. 2004; KORSHUNOVA et al.

2005; VENTURA et al. 2006) para delegcdo. As amostras classificadas como
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casos normais usadas para definir o valor do cuf-off serdo mostradas
juntamente com o resultados.

Para todas as anadlises das reagcbdes de multicolor iFISH, as imagens
digitais das laminas contendo os casos do estudo e coradas com
Hematoxilina-Eosina, foram escaneadas pelo aparelho Aperio CS Scanner
(Aperio Technologies, Vista, CA, USA). Cada lamina foi escaneada com
magnitude de 20x, e utilizada para visualizar a regiao tumoral de cada
paciente durante as analises de iFISH (WebScope, Aperio, Vista, CA, USA),
assegurando que as analises do numero de copias génicas fossem feitas
somente em nucleos de células tumorais.

A captura e o processamento das imagem digitais foram realizados
usando o software ISIS (MetaSystems, Altlussheim, Germany). A aquisi¢cao
das imagens foi feita pela fungao “focus Z-stack” (KOSYAKOVA et al. 2009).
Essa funcdo permite a captura dos sinais em varios cortes sequenciais
(paralelos ao eixo “x”), com a distancia entre eles pré-definida manualmente
(5 cortes com distancia de 0.5 ym entre eles). Através dessa fungao os
sinais presentes em diferentes camadas do corte histolégico sao detectados,
evitando que artefatos mascarem os sinais das sondas. Ao final, essa
imagem é combinada, mostrando o melhor foco de cada sonda, e com os

sinais inespecificos removidos.
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Critérios para confirmagdo citogenética molecular da fuséo
EWSR1/FLI1 e/ou quebra do gene EWS

A técnica de iFISH multicolorido foi realizado para avaliagcdo do
rearranjamento entre os cromossomos (11; 22) (q24;912), empregando a
sonda commercial de quebra para a regidao EWSR1 (Vysis), e duas sondas
BAC flanqueando as extremidades 3’ and 5’ do gene FLI1. O tecido normal
de placenta foi usado como controle negativo, para verificar os padrdes
falso-negativos dos genes. Enquanto que a linhagem celular de Ewing
Sarcoma, Hs 822T (ATCC, Manassas, VA), foi usada como controle positivo
do rearranjo do gene EWS e para garantir uma analise robusta através de
um sistema de escore reprodutivel dessa translocacdo em tumores de
Ewing. Para definir a translocagdo do gene EWS, o cut-off usado foi o de 5%
de células alteradas geneticamente, com sinais distantes duas ou trés vezes
o didmetro estimado de um sinal; ja para a fusdo EWSR1-FLI1, ela foi
considerada presente quando a co-localizagdo entre os genes 5EWSRL1 e
3’FLI1 foi vista em mais de 15% das células tumorais (VENTURA et al.
2006). Por fim, o escore foi classsificado pela presenga ou auséncia de

fusdo com o gene FLI1, ou pela quebra do gene EWS.

Critérios para identificacdo do namero de copias dos genes no locus
1932.1

Para avaliar o numero de copias dos genes KIF14/DDX59 e
MDM4/PI3KC2R3, foi definido como ganho quando trés ou mais sinais por

nucleo interfasico eram vistos e, com simultdnea presenga de sinais
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centroméricos intactos, ocorrendo em mais de 5% dos nucleos. E, células
com dissomia, ou seja, células com duas coépias de cada alelo dos genes

serviram como controles interno negativos.

Critérios para identificacdo do numero de coOpias génicas dos loci
16q21-22

Para a andlise do gene CDH11l (caderina osteoblastica),
consideramos tanto a delegdo quanto o ganho desta regido. A delegao foi
vista quando ocorreu a perda de uma ou de duas copia do gene CDH11,
mas com a presenca intacta dos sinais centroméricos vistos no nucleo.
Assim, através de andlises de casos considerados normais usados como
controles presentes na lamina de TMA (casos sem alteragdo no numero de
cbpias), as alteragcbes numéricas do gene CDH11l foram definidas da
seguinte forma: 1) delegdo por hemizigose - presenca de apenas uma copia
do gene CDH11 e sonda centromérica do crosmossomo (CEP) 16 intacta,
em mais de 30% dos nucleos tumorais; 2) considerou-se dele¢ao por
homozigose quando a auséncia das duas coépias do gene CDH11l com a
sonda CEP 16 intacta estava presente em mais de 40% dos nucleos
tumorais (KORSHUNOV et al. 2005; ABOU YOUSSIF et al. 2011); 3) Ja o
ganho dessa regiao foi definido com a presenga de mais de 2 sinais do gene
CDH11 e com a sonda CEP 16 intacta, em mais de 5% das células tumorais.
Semelhante as anadlises da regido 1932.1, nucleos com menos de 2 sinais
(monossomia do gene) fluorescentes, em menos de 10% das células

tumorais, ndo foram incluidos na contagem final, sendo considerados
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artefatos teciduais. E, células com dissomia, ou seja, células com duas

cdpias de cada alelo dos genes serviram como controles interno negativos.

Critérios para identificacdo das alteragcfes cromossdémicas secundarias
dos cromossomos 7,8 e 12

As alteragdes secundarias ou aneussomias dos cromossomos 7, 8 e
12 foram assim consideradas quando o numero de cdépias cromossémicas
(sondas centroméricas) foi maior do que duas coépias dos seus alelos
presente no nucleo das células tumorais.

Para todas as analises de enumeragao do numero de cépias génicas,
os pontos de corte aplicados neste estudo levaram em consideragao:
artefatos teciduais, células truncadas, tamanho da célula, condensacao da

cromatina e aneuploidia.

o Grau de Ploidia

A formacéao de altas taxas de ploidia € um evento raro em tumores de
Ewing quando comparado com outros tumores pediatricos, como o
neuroblastoma. Cerca de 12% de ploidia alta é encontrado nos casos de
pacientes com tumores de Ewing (BETTS et al. 2005). Segundos alguns
autores, pacientes que apresentam ploidia acima de 50 cromossomos ou um
cariotipo mais complexo independente de metastases ao diagnostico sao
associados a pior sobrevida global (ROBERTS et al. 2008). No presente
estudo, a classificacdo da ploidia pela iFISH foi feita de acordo com os

seguintes critérios adaptados de ROSSI et al. (2005): 1) diploidia, >50% das
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células mostrando dois sinais para todas as sondas; 2) triploidia, >20% das
células mostrando trés sinais para pelo menos duas sondas; 3) tetraploidia,
>20% das células mostrando quatro sinais para pelo menos duas sondas; 4)
poliploidia, >50% das células mostrando mais de quatro sinais para pelo
menos duas sondas.

As divergéncias de pontuagdo quanto a enumeragao das alteragdes
génicas foram verificadas, independentemente, por uma outra pesquisadora

(MY, Queens’ University), para todas as regides alvos analisadas.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

Através de analises estatisticas foram avaliadas as associa¢des entre
as alteragbes cromossdmicas e as caracteristicas clinico-patolégicas dos
pacientes deste estudo. As alteragbes do numero de copias génicas foram
avaliadas em relagdo aos ganhos ou perdas dos genes e dos cromossomos
inteiros. A alteragdo estrutural entre os genes EWS/FLI1 foi classificada
como presente ou ausente para a fusdo. Os parametros incluidos nas
analises foram: extensdo da doenca ao diagnostico (localizada x
disseminada), sitio tumoral (6sseo x extraosseo), idade (< 15 anos x > 15
anos), género (femino x masculino), sitio da metastase ao diagnostico
(pulmonar x n&o pulmonar), recorréncia tumoral, ganhos do cromossomo
inteiro 7, 8 e 12, ganhos da regidao 1932.1 e ganhos e perdas da regiao
16921-16g22.1. O calculo da estimativa de sobrevida global (SG) e

sobrevida livre de evento (SLE) foram feitos de acordo com o método de
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Kaplan — Meier (Kaplan-Meier, 1958), para cada grupo estudado. E, as
comparagdes entre as curvas de sobrevida foram feitas usando o teste de
Log-rank. A duragédo da SLE foi computada entre a data do diagndstico de
TE e a data da primeira recorréncia da doenca, definido como recorréncia
local, sistémica ou morte. Pacientes que a doenca nao recorreu, o tempo foi
censurado na data de seu ultimo contato. Portanto, para as analises de SLE,
foram excluidos pacientes com metastases ao diagnostico (Estadio V) e
com doenca residual clinicamente detectavel apés o tratamento do tumor
primario.

Ja para as anadlises de SG, somente morte foi considerado um
evento. O seguimento clinico foi acompanhado até Janeiro de 20009.
Estimativas de SG e SLE de 5 anos foram dadas juntamente com os seus
95% intervalo de confianga acordo com DOREY e KORN (1987). Para a
analise de comparacado entre os parametros clinicos e genéticos como:
numero de cépias dos genes, metastases e recorréncia tumoral, utilizou-se o
teste de qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. O teste de Mann-Whitney
foi usado para determinar pardmetros quantitativos entre os grupos do
estudo. Uma seleg¢ao passo a passo foi usada para identificar os preditores
mais importante entre os parametros genéticos e, para isso, todas as
caracteristicas clinicas foram incluidas nos modelos estatisticos. A influéncia
independente dos fatores genéticos e clinicos na sobrevida global e livre de
evento foi estimada usando o modelo de proporcional de risco do Cox.

Os dados obtidos decorrentes das analises de citogenética molecular

foram colocados em tabelas de Excel, e a analise estatistica foi realizada
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utilizando o programa estatistico SPSS para Macintosh (Apple Inc.), versao
13.0, SPSS Inc. As andlises de sobrevidas foram avaliadas com o programa
estatistico GraphPad Prism Statistical version 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

Todas as analises foram realizadas na populagao total, assim como
no grupo de pacientes com doencga localizada. O nivel de significancia

estabelecido foi alfa <0.05.
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4 RESULTADOS

41 AMOSTRAS

A caracterizagao das amostras do estudo foram obtidas no Servigo de
Arquivo Médico e Estatistica do Hospital A.C. Camargo da Fundagéao
Anténio Prudente e estd resumida na Tabela 2. Essa foi uma casuistica
pertencente a um estudo de coorte retrospectivo entre 1975 e 2008 que
resultou em uma amostra consistente para realizar os testes estatisticos

para as analises feitas neste trabalho.
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Tabela 2- Caracteristicas clinico-patolégicas dos 132 pacientes com

tumores de Ewing do estudo.

Variaveis Categorias Pacientes
N(%)
Género Masculino 79 (59.8)
Feminino 53 (40.2)
Idade (0.25-52 anos) <15 73 (55.3)
>15 59 (44.7)
Tumor primario Osseo 121 (91.7)
Extra Osseo 11 (8.3)
Extremidade inferior 61 (46.2)
Sitio do tumor Pelvis 30 (22.7)
primario Extremidade superior 27 (20.5)
Torax 13 (9.8)
Outros 1(0.8)
Status da doenca ao Localizada 95 (72.0)
diagndstico Metastatica 37 (28.0)
Duragao dos Dor local 39(22.0)
sintomas Tumoragéo 11 (8.3)
(0.17-60 meses) Dor+tumoracgao 59 (44.7)
Outros 15(18.9)
Ignorado 8(6.1)
Tratamento Tratado 102(78.5)
Nao tratado 28 (21.5)
Ignorado 2(1.5)
Recaida tumoral Sim 67 (50.8)
Nao 64 (48.5)
Ignorado 1(0.8)
Seguimento Vivo sem doenca 34 (25.8)
Vivo com doencga 17 (12.9)
Morte devido a doenga 80 (60.6)

Ignorado

1(0.8)
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4.2 REACAO DE HIDRIDACAO IN SITU POR FLUORESCENCIA-

IFISH

A reagao de multicolor interfase FISH (iFISH) foi realizada em cortes
do bloco de TMA e em 12 Iaminas individuais contendo cortes histoldgicos
de areas representativas das neoplasias, totalizando 132 pacientes. Para
cada analise foram contadas 100 nucleos interfasicos ndo sobrepostos de
cada paciente. Resumidamente, o numero de copias génicas foi analisado
nas regides das seguintes alteragcbes cromossdmicas: t(11;22), 1932.1,
16921-922 e aberragdes no numero de copias dos cromossomos 7, 8 e 12.
Quanto as aneuploidias, foram analisadas de acordo com o numero de
coOpias extras dos cromossomos correspondentes a regido de interesse,
enquanto que a ploidia seguiu os critérios de Rossi et al. (2005), descritos
anteriormente. Portanto, essas alteragbes genéticas foram analisadas de
forma quantitativa (contagem de sinais fluorescentes) e arquivadas em
planilhas de Excel, com a posterior aplicacéo de testes estatisticos entre o
numero de coépias génicas e as caracteristicas clinico-patoldgicas e
sobrevida dos pacientes, a fim de encontrar potenciais fatores prognésticos

para TE.

4.2.1 Analise das Alteracdes Genéticas
J Fuséo dos Genes EWS-FLI1 [t(11;22) (g24;912)]
A fusdo dos genes EWSR1-FLI1 foi verificada através da técnica de

iFISH multicolorida, usando cores distintas para representar as porgdes 5’ e
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3’ dos seus respectivos genes - EWSR1-FLI1. Para a o gene EWS, foi-se
usada a sonda comercial pré marcada com cores laranja para a porgéao 5’, e
em verde para a porgao 3'. Ja para o gene FLI1, foi-se usada sonda caseira
com marcagao vermelha para a regido 3’, e a outra porcdo 5 com a cor
aqua (azul). Desta forma, esta analise objetivou verificar a quebra do gene
EWS (cor laranja-dUTP separada da cor verde-dUTP - Vysis) e a fusdo das
por¢cdes 5’EWSR1- 3'FLI1 (colocalizagdo das cores laranja-dUTP e
vermelho-dUTP) dos genes. Ao final, a analise foi classificada pela presenca
ou auséncia de tais alteragdes genéticas, seguindo os critério de VARELLA-
GARCIA et al. (2006), para fusdo e quebra génica. Vale ressaltar que a cor
vermelha € visualizada como cor rosa pela fotomicrografia produzida pelo
programa de computador (ISIS Metasystems).

Dos 132 casos do estudo, 129 (97.8%) foram avaliaveis, dos quais
121/129 (93.8%) pacientes apresentaram a alteragdo genética classica -
translocagao ou fusdo com o gene FLI1 - dos tumores de Ewing. Enquanto
que, oito (6.2%) pacientes apresentaram somente a quebra do gene
EWSR1, ou seja, sugerindo outros rearranjos desse gene. Trés casos foram
altamente positivos para a imunoexpressao difusa da proteina CD99,
somente. Ganhos ou amplificagcbes dos genes EWSR1 e/ou FLI1 foram
observados em 16/129 e 5/129 casos avaliados, respectivamente. Vale notar
que, o controle negativo (placenta) também apresentou ganho em ambos os
genes. Ademais, ndo houve associagao estatistica entre as anadlises de
citogenética molecular de rerranjos do gene EWSR1 e de imunoistoquimica

contra os anticorpos CD99 e FLI1. No entanto, 97.5% dos tumores dos
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pacientes de Ewing com marcagao positiva difusa para o anticorpo CD99,
também apresentaram fusdo dos genes EWSR1-FLI1.
A Figura 10 respresenta os tipos de alteragbes genéticas encontradas

para os genes EWS e FLI1.
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Legenda: Fotomicrografia das alteragbes genéticas em EWSR1/FLI1 pela técnica de iFISH. Cada
gene esta hibridado com 2 sondas. Para o gene EWS, as cores verde e laranja (pré marcardas pela
Vysis), e para o gene FLI1, as cores rosa e azul (sonda caseira). A) Representagdo de quebra do
gene EWS e ganho do numero de copias do gene FLI-1, sinais verde e laranja separados, indicando a
quebra do gene EWS. 63x; B) Representacdo da fusdo génica EWSR1-FLI1 (seta), sinais laranja e

rosa juntos, menos de um sinal de distancia, 100x. Nucleos corados com DAPI.

Figura 10 - Reacao de iFISH para analise de quebra do gene EWS e

fusdo EWSR1-FLI1 em células de tumores de Ewing.
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Ganho da Regiao 1g32.1

A alteragao genética dessa regidao foi analisada por uma reagao de
iFISH com trés cores diferentes de sinais fluorescentes usando sondas
caseiras de BAC. Os clones usados cobriram as regides dos genes
KIF14/DDX59 (RP11-92G12/RP11-143F20, marcados com verde-dUTP) e
para a identificagdo dos genes MDMA4/PI3KC23 (RP11-97B14/RP11-
433N15, marcados com vermelho-dUTP). Uma sonda comercial (Vysis,
laranja-dUTP) foi usada para a marcagao da regido centromérica do
cromossomo 1. Dentre os 128 casos avaliaveis, sete casos ndo puderam ser
analisados, sendo classificados como “n&o informativos” devido a
intensidade inadequada dos sinais fluorescentes, auséncia/escassez de
tumor em menos de 50% das células, ou com células inviaveis (DNA nao
intacto) para FISH.

Para as analises do numero alterado de coépias génicas em 121
casos, utilizamos o cut-off para ganho calculado em 10 casos com alta
porcentagem de células normais (VARELLA-GARCIA et al. 2009) (Tabela 3).
O célculo para estabelecer esse cut-off foi baseado na seguinte formula

matematica:

Média (numero de nucleos com ganhos da regiao) + 2* Desvio Padrao.
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Tabela 3 - Representagao das dez amostras normais usadas para o calculo
do limite de ganho de copias génicas.

Amostras de TE
Normal Ganho (1932.1)

TE7 97 1

TE9 98 1
TE11 93 3
TE23 96 3
TE125 95 4
TE113 92 4
TEG0 96 4
TEG1 91 3
TEG8 96 1
TE75 97 1

Tabela 3.1 - Calculo matematico para limites de ganho dos genes da regido
1932.1.

Média (Nucleo com ganho) 2.5
2*Desvio Padrao 2.708
Cut-off para ganho 5.208

As amostras representavam ganho dessa regido quando se via mais
de duas copias de cada gene em mais de 5 nucleos e, assim, classificadas -
‘ganho de regidao 1932.1” -, juntamente com numero de coépias intactas do
cromossomo 1. Aquelas amostras com numero de cépias génicas superior a
10 copias de cada locus, consideramos “amplificada” (Bayani, 2004). Porém,
nao houve amplificagdo dos genes dessa regiao nas amostras de tumores
de Ewing aqui estudadas. E, células com dissomia dentro de uma mesma

amostra serviram como controles interno negativos.



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 57

Assim, ganhos da regido 1g32.1 de, aproximadamente 4Mpb, foram
considerados em 15/128 (11.7%) casos, os quais foram classificados da
seguinte forma: 1) Ganhos de ambos os loci dos genes da regido 1932.1
com o CEP1 intacto foram vistos em 6 (4.7%) casos, em mais de 5% das
células tumorais; 2) Ganhos somente dos genes (KIF14/DDX59) foram
vistos em 3 (2.3%) casos, com o sinais de CEP1 e com os sinais dos genes
MDM4/PI3KC2M3 intactos, em mais de 5% das células. Interessante ressaltar
que um caso apresentando metastase pulmonar mostrou ganho de
KIF14/DDX59 em 29% das células tumorais, confirmando dados que
apresentam KIF14 altamente expresso em tecido pulmonar (Corson et al.
2005); 3) Ganhos somente dos loci dos genes (MDM4/PI3KC2R3), com os
sinais de CEP1 e KIF14/DDX59 intactos, foram encontrados em 6 (4.7%)
casos em mais de 5% das células tumorais; 4) Seis (4.7%) casos
apresentaram copias extras do cromossomo 1 (3-5 sinais), acompanhando
ganhos da regidao 1932.1, representando casos de polissomia em mais de
15% das células tumorais (AMIEL et al. 2003); 5) Dentre os 4 casos
pareados (primario + recaida), somente 1 caso (tumor primario) apresentou
ganho da regiao 1932.1.

Na maioria das vezes, as células tumorais mostraram aumento do
nuamero de cépias dos genes, variando entre trés e sete sinais (ganho),
enquanto o centrémero do cromossomo 1 (CEP1) era dipléide. O numero de
sinais do locus de KIF14/DDX59, geralmente, apresentou menos numero de
cdpias génicas alteradas (3-5 sinais) do que o locus de MDM4/PI3KC23 (3-7

sinais). Ainda, a sonda dos genes MDM4/PI3KC2[3 era mais frequente entre
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as amostras com alteracédo genética. O numero de copias visto com menos
de 2 sinais (monossomia do gene), em menos de 10% das células tumorais
nas amostras do estudo, ndo foram incluidas na contagem final, sendo
considerado artefatos teciduais. Para fins estatisticos, os casos com

polissomia do cromossomo 1 foram excluidos das analises.

Os resultados do escore estdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Frequéncia de amostras com alteragdes no numero de copias
génicas em 1932.1, em 128 pacientes avaliaveis.

Alteracdo no Frequéncia de amostras com alteracdes genéticas N(%)

namero de copias KIF14 MDM4 KIF14/MDM4/CEP1  KIF14/MDM4/CEP1
(>3) (>3) (>3/>3/2) (>3/>3/>3)
Ganho 3(23) 6(4.7) 6(4.7) -

Polissomia - - - 6 (4.7)

A Figura 11 respresenta os tipos de alteragdes genéticas encontradas

para esses genes.
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Legenda: Fotomicrografia das alteragbes genéticas em 1g32.1 pela técnica de iFISH. Os
genes estdo hibridados com as seguintes sondas: KIF14/DDX59 (verde), MDM4/PIK3C23
(pink) e CEP (1) - laranja. A) Imagem represenatndo auséncia de alteragdo genética para
essa regido. Vé-se dois sinais intactos para cada cor de sonda, 63x; B) Representagédo do
ganho do numero de cépias génicas dos genes - KIF14/DDX59 e MDM4/PIK3C2R3. Vé-se

mais de duas copias de cada cor de sonda identificando ganho dessa regido, 63x.

Figura 11 - Analises de multicolor iFISH em tecidos de TE para a regiao
1932.1. O painel mostra imagens em pseudo-DAPI contra-corando nucleos

do tumor em cinza para facilitar a interpretagao. 63x.
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. ANALISE DE ALTERACOES GENETICAS — DELECAO E GANHO
DA REGIAO 16021-q22.1

Para esta regido, foi feita uma reagdo de iFISH com quatro cores
distintas de sinais fluorescentes usando sondas caseiras de BAC. Os clones
usados cobriram as regides do gene-alvo, CDH11 (RP11-135L12/RP11-
22903/RP11-316K24, marcados com verde-dUTP) ainda, para a mesma
regido, servindo como sondas-controle de delecéo intersticial, os clones de
BAC RP11-266K10/RP11-529K1 e RP11-262G6/RP11-89014/RP11-11E14,
marcados com vermelho e laranja — dUTPs, localizadas respectivamente,
nas regides anterior e posterior ao gene de interesse, CDH11. Além disso,
uma sonda comercial (Vysis, aqua-dUTP) foi usada para marcacdo da
regidao centromérica do cromossomo 16. Dezessete dos 132 casos nao
puderam ser avaliados, sendo entdo, classificados como “ndo informativos”
devido a intensidade inadequada dos sinais fluorescentes ou
auséncia/escassez de tumor em menos de 50% das células, ou com células
inviaveis (DNA nao intacto) para iFISH. Portanto, 115 casos foram
analisados. Para as analises do numero alterado de coépias génicas, foi-se
utilizado um cut-off para ganho calculado pelos 10 casos com alta
porcentagem de células normais (VARELLA-GARCIA et al. 2009) (Tabelas 4
e 4.1). O calculo para estabelecer o ponto de corte foi baseado na seguinte

formula matematica:

Média (numero de nucleos com ganhos da regido) + 2* Desvio Padrao.
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Porém, para o calculo de delecdo do numero de cépias génicas, 0
calculo foi modificado para 3* desvio padrao a fim de evitar resultados falso-
positivos (Tabelas 5 e 5.1), gerado pela falta de consisténcia nos resultados
devido aos artefatos presentes em amostras de parafina, como células
truncadas (nucleos contendo uma coépia do gene que nao esta deletado).
Entretanto, para obter um resultado mais robusto, usamos células tumorais
com duas copias dos genes, dentro de uma mesma amostra, como controles

interno negativos.

Tabela 5 - Representacdo de dez amostras normais usadas para o calculo
do limite de ganho de copias génicas.

Amostras de TE Normal Ganho (16921)
TES 98 2
TE17 92 3
TE18 85 4
TE27 75 4
TE129 86 2
TE117 89 3
TE76 98 2
TE90 82 5
TE91 85 2

TE98 96 3
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Tabela 5.1 - Calculo matematico para limites de ganho dos genes da regiao
16921-922.

Média (Nucleo com ganho)

2*Desvio Padriao 2.10

Cut-off para ganho 5.1

Tabela 6 - Representacdo de dez amostras normais usadas para o calculo
do limite de delegao por hemizigose.

Amostras de TE
Normal Delegédo/hemizigose (16921)

TE7 98 2
TE10 92 7
TE11 85 15
TE23 75 16
TE124 86 14
TE112 89 9
TE61 98 2
TEG5 82 13
TE69 85 15
TE74 96 4

Tabela 6.1 - Calculo matematico para limites de delegdo/hemizigose dos
genes da regido 16q21-q22.1.

Média (Nucleo com delecao/hemizigose) 10.09
3*Desvio Padrao 16.45
Cut-off para delegao 26.6

Desta forma, as analises do numero de copias do gene CDH11 foram
avaliaveis em 115/132 (87.1%) casos. As sondas-controles adjacentes a

esse gene foram usadas para aumentar a especificidade das analises e
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verificar se ha uma delecgao intersticial do gene-alvo. Essas sondas-controles
compreenderam a regido onde residem alguns genes da superfamilia das
caderinas: CDH8, CDH1, CDH3, CDH5, CDH16; genes esses que também
se encontram envolvidos na tumorigénese de muitos outros tumores
(KREMMIDIOTIS et al. 1998; BLASCHKE et al. 2002).

Os resultados obtidos pelas analises de interfase FISH mostraram
dois grupos distintos de instabilidade genética, totalizando 24/115 (20.9%)
casos. E, o restante foram casos sem alteracdo no numero de coépias do
gene CDH11l. Um grupo apresentou delegdo em hemizigose do gene
CDH11 que abrangeu 11/115 (9.6%) casos com presenca intacta do
cromossomo 16, sendo sete casos de tumores primarios, e quatro casos
representando recorréncia tumoral. Os genes usados como controles (regiao
de outras caderinas, ja citadas), também mostraram delecdo no numero de
cdpias génicas, acompanhando a dele¢ao do gene CDH11, logo, eliminando
delecdo do tipo intersticial. Vale destacar que somente um caso de
monossomia do cromossomo 16 foi encontrado, sendo este excluido das
subsequentes analises estatisticas. Portanto, esses achados nos mostram
que ocorre uma macrodeleg¢do, de no minimo 11.8 Mpb, no brago longo do
cromossomo 16.

Contudo, o outro grupo mostrou ganho dessa regido em 13/115
(11.3%) pacientes, com a presenga intacta do cromossomo 16. Dentre
esses, 10 casos eram tumores primarios e trés recorréncias tumorais. Para
essa regido, pacientes portadores de tumores de Ewing possuem

populagdes distintas quanto ao numero de cépias desse gene, variando de 1
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a 5 sinais. E, as anormalidades genéticas nesta regiao mostram um mesmo
padrao de alteracdo - CDH11 e controles com o0 mesmo numero de cépias
alteradas -, mas com sinais do CEP 16 intactos. Portanto, esse padrao
indica que, a maior frequéncia de ganhos ou dele¢des ocorrem em diregcao a
regiao telomérica do cromossomo 16.

Dentre os casos pareados, 3/4 casos pareados apresentaram
diferencas quanto ao numero de copias para essa regido. Todos os trés
casos com anormalidade genética eram recaida tumoral, com um caso
apresentando ganho dessa regido, enquanto os outros dois casos
apresentaram delegédo por hemizigose. Nenhum dos casos analisados
mostraram delec&do por homozigose.

Os resultados do escore estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Frequéncia de amostras com alteragdes no numero de copias
génicas na regido 16921-16g22.1 em 115 casos analisados.

_ : Frequéncia de amostras com alterag@es genéticas
Alteracdo no numero de

- N(%)
copias
CDH11/CEP16
Delecd@o por hemizigose 11 (9.6)
Delecdo por homozigose 0
Ganho 13 (11.3)
Total 24 (20.9)

A Figura 12 respresenta os tipos de alteragdes genéticas encontradas

para essa regiao.
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Legenda: Fotomicrografia das alteragcées genéticas em 16g21 pela técnica de iFISH. O
gene alvo estd hibridado com a sonda caseira verde - CDH11 (verde, BAC), CEP (16)
(CEP16, Vysis Inc), cor azul-aqua e as demais cores, pink, laranja, usadas como controles
(BAC); A) Imagem mostrando ganho do nimero de copias do gene CDH11, em verde, e
ganho das sondas controles (pink e laranja) adjacentes ao gene-alvo. Vé-se dois sinais
intactos do CEP (16), 63x; B) Imagem de iFISH mostrando dele¢do por hemizigose do
CDH11 (verde), assim como delecdo dos sinais controles adjacentes. Nota-se os sinais
intactos do CEP(16), no detalhe.

Figura 12 - Imagens representativas de iFISH mostrando as alteragdes
genéticas da regido 16921 em tumores de Ewing. O painel mostra imagens
em pseudo-DAPI contra-corando nucleos do tumor em cinza para facilitar a

interpretacéo. 63x.
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O diagrama de Venn mostrado na Figura 13 representa a distribuicéo
e a interrelagdo entre os ganhos da regiao 1921-1932.1 e dele¢cdes em
16921-922.1, indicando uma possivel interacdo entre essas duas

anormalidades genéticas presente nos tumores de Ewing.

Legenda: O diagrama mostra a interrelagdo entre as aberragbes genéticas dos
cromossomos 1 e 16. Nesta casuistica encontramos 16 casos das regides 1q interagindo
com a regiao 16q.

Figura 13 - Venn diagrama mostrando a distribuicdo e a interrelacao
das alteragdes genéticas das regides 1921-1932.1 e 16921 em 46

tumores de Ewing.

. ANALISE DO NUMERO DE COPIAS DOS CROMOSSOMOS 7, 8 e
12

Para o estudo das aberragcdes dos cromossomos 7, 8 e 12, foi feita
uma reagao de iFISH com trés cores distintas de sinais fluorescentes
usando sondas comerciais. Para os cromossomos 7, 8 e 12, foram usadas
sondas alfa-satélite - CEP(7), CEP(8) e CEP(12) - com marcacao respectiva

de, cor laranja, cor azul-aqua e cor verde, pré marcadas comercialmente.
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Oito casos nao puderam ser avaliados, e foram considerados “nao
informativos”, de acordo com os mesmos critérios citados anteriomente para
as outras anadlises genéticas aqui estudadas. Portanto, a enumeragao das
anormalidades numéricas dos cromossomos 7, 8 e 12 foram avaliaveis em
124/132 (93.9%) dos casos estudados por iFISH. Igualmente as analises
anteriores, foi-se utilizado um ponto de corte para ganho, calculado em 10
casos com alta porcentagem de células normais (VARELLA-GARCIA et al.
2009) (Tabelas 8-10.1). O calculo para estabelecer o ponto de corte para

ganho de cada cromossomo foi baseado na seguinte formula matematica:

Média (numero de nucleos com ganhos) + 2* Desvio Padréo.

Tabela 8 - Representacdo de dez amostras normais usadas para o calculo
do limite de ganho do cromossomo 7.

Numero de alteragdes génicas em cada amostra

Amostras de TE Normal Ganho
TE9 98 2
TE11 96 4
TE13 98 2
TE25 97 3
TE38 93 7
TE113 95 5
TE63 98 2
TE68 96 4
TE71 92 8
TE73 93 3
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Tabela 8.1 - Calculo matematico para limites de ganho extra do
cromossomo 7.

Média (Nucleo com ganho) 4
2*Desvio Padrao 4.21
Cut-off para ganho 8.21

Tabela 9 - Representagao de dez amostras normais usadas para o calculo
do limite de ganho do cromossomo 8.

Amostras de TE
Normal Ganho
TE9 98 2
TE10 92 8
TE15 96 4
TE27 98 2
TE38 97 3
TE115 91 9
TEG7 97 3
TE69 95 5
TE87 96 4
TE90 98 2

Tabela 9.1 - Caélculo matematico para limites de ganho extra do
cromossomo 8.

Média (Nucleo com ganho) 4.2
2*Desvio Padrao 4.97

Cut-off para ganho 9.17
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Tabela 10 - Representacdo dos dez amostras normais usadas para o

calculo do limite de ganho do cromossomo 12.

Numero de alteragbes génicas em cada amostra

Amostras de TE
Normal Ganho
TE9 98 2
TE10 98 2
TE15 96 4
TE27 93 7
TE38 98 2
TE115 97 3
TE67 97 3
TEG9 94 6
TE87 93 7
TE90 97 3

Tabela 10.1 - Calculo matematico para limites de ganho extra do

cromossomo 1

2.

Média (Nucleo com ganho)

Cut-off para ganho

2*Desvio Padrao

3.9
4.04
7.94

Desta forma, o ponto de corte empregado para a analise dicotdmica

dos valores (sem ou com alteragdo no numero de copias cromossémicas) foi

de >8%, 9%, 8% para cada cromossomo, respectivamente. Valores esses

concordantes com dados ja publicados (ZIELENSKA et al. 2001). Porém, a

fim de se obter um critério mais estringente (alta especificidade, baixa

sensibilidade), o ponto de corte passou a ser >10% para todos as sondas

centroméricas analisadas. E, as células com duas cépias dos cromossomos

serviram como controles interno negativos.
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Os casos analisados apresentaram uma heterogeneidade celular
intratumoral em relacdo a distribuicdo do numero de copias dos sinais
fluorescentes por célula. Embora o numero de cépias dos cromossomos
variassem de 3 a 5 sinais em amostras com ganho, a grande maioria dos
casos tumorais mostraram mais clones celulares com trés numeros de
copias de cada um dos cromossomos estudados. Dos casos avaliaveis,
12/124 (9.7%) casos (8 tumores primarios e 4 recorréncias tumorais)
apresentaram trissomia do cromossomo 7, na maioria dos clones celulares.

Em relacdo ao cromossomo 8, as analises de iFISH mostraram a
presenca de aberragdes genéticas em 27/124 (21.8%) casos (18 tumores
primarios e 9 recorréncias tumorais), sendo essa aberragdo a mais frequente
que os outros cromossomos estudados.

Em relagdo ao cromossomo 12, as analises de iFISH mostraram
aberracbes genéticas em 18/124 (14.5%) casos (13 tumores primarios e 5
recorréncias tumorais).

Nesta analise, todos os quatro casos pareados apresentaram
alteracbes quanto ao numero de copias para 0s cromossomos inteiros.
Desses casos, apenas um caso mostrou o tumor primario apresentando
aberragdo do cromossomo 8, com a metastase tumoral apresentando
delecédo da regiao 16g21-16g22.1. No entanto, os outros trés casos
mostraram somente recaidas tumorais apresentando as seguintes
aneussomias: dois casos apresentaram extras copias dos cromossomos 7, 8

e 12, simultaneamente, e um caso apresentou ganho do cromossomo 8. A
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Tabela 11 apresenta as alteragcbes genéticas em casos de recaida tumoral

das analises pareadas de iFISH estudadas.

Tabela 11 - Alteragdes genéticas dos casos pareados (tumor primario vs
recaida tumoral)

1 Primario N Nao Trissomia 7, 8
Metastase Nao Ganho Trissomia 7, 8, 12

2 Primario Ganho Néao Néao
Mestastase Nao Delegao Trissomia 7, 8, 12

3 Primario Nao Nao Nao
Metastase Nao Delecao Trissomia, 8

4 Primario Nao Nao Trissomia, 8
Metastase Nao Delecao Nao

Os resultados do escore das aberragbes genéticas dos cromossomos

7, 8 e 12 estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Frequéncia de amostras com alteragdes no numero de cépias
dos crosmossomos 7, 8 e 12, em 124 pacientes avaliaveis.

Cr.7 Cr.8 Cr.12
Polissomia 12 (9.7) 27 (21.8) 18 (14.5)

Legenda: Cr. = cromossomo

A Figura 14 respresenta os tipos de alteragdes genéticas encontradas

para esses Cromossomeos.
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Legenda: As regides centroméricas dos cromossomos foram marcadas com sondas
comerciais (Vysis Inc.), nas cores: CEP(7), laranja; CEP(8), azul; CEP(12), verde. A)
Imagem representativa de iFISH mostrando nucleos tumorais sem alteragdo no niumero de
cromossomos 7, 8 e 12. Nesta imagem, nota-se dois sinais de cada sonda correspondendo
a dissomia de cada cromossomo analisado (detalhe); B) iFISH mostrando nucleos tumorais

com alteragdo no numero de cromossomos 7, 8 e 12. Trés copias de cada cromossomo.

Figura 14 - Imagens representativas de iFISH mostrando o numero de
copias dos cromossomos 7, 8 e 12 pela técnica de iFISH em tumores de
Ewing. O painel mostra imagens em pseudo-DAPI contra-corando nucleos

tumorais em cinza para facilitar a interpretacao. 63x.
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Grau de ploidia em tumores de Ewing:

O conteudo de DNA nos tumores de Ewing avaliados neste estudo
seguiu os critérios de Rossi et al. (2005) em 124 pacientes. Assim, o grau de
ploidia dos pacientes foi classificado como: diploides em 115 (85.2.%) casos,
e triploides em 9 (6.7%) casos. A Figura 14 representa um caso de ploidia

dentro do presente estudo.

ANALISES ESTATISTICAS ENTRE AS ALTERAGOES GENETICAS E AS
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

As analises univariadas mostraram uma associacao estatisticamente
significantiva entre ganhos da regidao 1932.1 e dele¢des da regido 16q21-
g22.1 (p=0.029) na populacéo total. No grupo com doencga localizada, uma
associagao estatisticamente significativa também foi encontrada entre essas
regides (p=0.038). Em ambos os grupos, a maioria dos pacientes que
apresentaram delegcdo, ndo apresentaram alteragdo do locus 1g32.1. No
entanto, quando associado a regido 16q com as alteragdes genéticas ao
longo do brago 1q, a maioria dos pacientes que apresentaram delegao de
16q, apresentaram ganho da regido 1921-1932, demonstrando, entdo, que
pode haver uma interacdo genética de uma porgdo maior dos bragos dos

cromossomos 1 e 16 (Tabela 13.1-13.3).
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Tabela 13 - Associagao entre o regiao do gene CDH11 em relagéo a regiao
1932.1 em 114 casos avaliaveis.

1932.1 Dissomia 93 (93) 7(7) 0.029
Ganho(23) 10 (71.4) 4 (28.6)

Tabela 13.1 - Associagdo entre o regido do gene CDH11l em relagao a
regiao 1932.1 em 83 casos avaliaveis de pacientes com doencga localizada.

1932.1 Dissomia 69 (92) 6 (8) 0.038
Ganho (23) 5 (62.5) 3(37.5)

Tabela 13.2 - Associagao entre o regiao 16q em relagéo a regidao 1q21-1932
em 114 casos avaliaveis.

1921-1932 Dissomia 75 (96.2) 3(3.8)
Ganho (23) 28 (77.8) 8 (22.2)

Tabela 13.3 - Associagao entre o regiao 16q em relagéo a regido 1q21-1932
em 83 casos avaliaveis.

1921-1932 Dissomia 56 (94.9) 3(5.1) 0.015
Ganho (23) 18 (75) 6 (25)
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Ainda, foi-se observado outra associagdo estatisticamente
significativa entre o ganho da regido 16921-16922 e o ganho no numero do
cromossomo 7 (p=0.005), 8 (p=0.037) e 12 (p<0.0001) na populagao total
(Tabela 14). Porém, no grupo de pacientes com doencga localizada, somente
pacientes com ganhos do cromossomo 12 mostraram uma associagao
estatisticamente significantiva com ganhos da regido do gene CDH11
(p=0.003) (Tabela 15). Nesse grupo, 62.5% dos casos com ganhos da
regido 16921-922.1 também mostraram copias extras do cromossomo 12,
enquanto que, 37.5% dos casos que tiveram ganho de 16g21-922.1
apresentaram numero de copias normais para o cromossomo 12. Também,
foi-se observado uma associacdo estatisticamente significativa entre as
aneussomias dos cromossomos 7, 8 e 12 (p<0.001) em todos os grupos. Vé-
se, portanto, que os pacientes analisados mostraram uma interacido quanto
as alteragbes do numero de copias gendOmicas estudadas, destacando
ganhos na regidao 16921 como sendo comuns a essas alteragbes (Figura

15).

Tabela 14 - Associagao entre a regiao do gene CDH11l em relagdo ao
numero dos cromossomos 7, 8, 12 em 114 casos avaliaveis.

Variaveis Categorias 16921 P valor
2 23
(%) (%)
7 Dis 92 (92) 7 (58.3) 0.005
Tris/Pol 8 (8) 5 (41.7)
8 Dis 79 (79) 6 (50.0) 0.037
Tris/Pol 21 (21) 6 (50.0)
12 Dis 89 (89) 5 (41.7) 0.0001
) )

Tris/Pol 11 (1 7 (58.3
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Tabela 15 - Associagao entre a regido do gene CDH11l e o numero de
copias dos cromossomos 7, 8, 12 em 83 casos com doenca localizada.

Dis 66 (90.4) 5 (62.5)
Tris/Pol 7 (9.6) 3 (37.5)

8 Dis 59 (80.8) 4 (50.0) 0.068
Tris/Pol 14 (19.2) 4 (50.0)

12 Dis 64 (87.7) 3 (37.5) 0.003
Tris/Pol 9 (12.3) 5 (62.5)

Legenda: Dis: dissomia; Tris:trissomia; Pol:polissomia
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Legenda: O painel do lado esquerdo mostra imagens em pseudo-DAPI contra-corando os
nucleos tumorais com um tom cinza para facilitar a interpretagéo, 63x. O painel do lado direito
mostra a estratégia usada para mapear essas regides de alteracbes secondarias nos
cromossomos representados acima. (A) A imagem representa a reacao de iFISH identificada
com trés cores; laranja, o gene KIF14/DDX59; verde, o gene MDM4/PI3KC2R e rosa/pink. a
regido do centrdmero com ganho do numero de coépias dos genes (1g32.1). (B) O ganho da
regidao 16921 representado em detalhe, indicando o gene CDH11 (verde), as sondas
controles (laranja e rosa) e o CEP16 (aqua). Somente as coépias da regido centromérica
encontrou-se intacta. (C) Ganho dos cromossomos 7 (laranja); 8 (Aqua) e 12 (Verde) (Vysis
Inc).

Figura 15 - Identificagdo da interagéo entre as alteragdes do numero de copias de genes e
dos cromossomos em um caso (2.1 do TMA) de tumores de Ewing por multicolor iFISH.



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 78

Quando os dados clinico-patolégicos foram associados a todas as
alteragdes genéticas, as analises univariadas mostraram associagao
estatistica entre recaida tumoral, ganhos da regidao 1qg32.1, ganhos e
delegcbes da regido 16g21 tanto na populagdo total quanto no grupo de
doenca localizada. Desta forma, observamos uma associacio
estatisticamente significativa entre ganhos do locus 1gq32.1 e recaida tumoral
na populagao total (p=0.023) e no grupo de doenca localizada (p=0.005).
Igualmente, encontramos uma associagao estatisticamente significativa entre,
ganhos do locus 16921 (CDH11) e recaida tumoral, na populagéo total
(p=0.017) e no grupo de doenga localizada (p=0.029).

Para as analises de sobrevida global (SG), 131 casos da populagao
total e 95 casos do grupo com doenga localizada foram selecionados.
Enquanto que, para a sobrevida livre de evento (SLE), 89 casos foram

separados para os calculos estatisticos.

SOBREVIDADE GLOBAL EM TUMORES DE EWING
A mediana da sobrevida global da populagao total dessa casuistica foi

de 30.7 % em 5 anos (Figura 16).
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Figura 16 - Curva de sobrevida global (30.7%).

Pacientes com idade inferior a 15 anos, ao diagnéstico, mostraram
melhores taxa de sobrevidade global do que pacientes com idade superior a
15 anos (p=0.02), na populagao total. Diferentes pontos de corte foram feitos
nesta populacao (de 9 anos até 20 anos de idade); entretanto, o grupo de <
15 anos versus > 15 anos foi a idade mais significante para predizer a
sobrevidade global dos pacientes portadores de tumores de Ewing desse
estudo (Figura 17). As analises univariadas de estimativas de SG revelaram
que a recaida tumoral foi um fator preditivo, assim, pacientes com doenca
recorrente tiveram piores taxas de sobrevida, tanto na populagcédo total
(p<0.0001) como no subgrupo com doenga localizada (p<0.0001),

caracterizando a consisténcia dos dados clinicos coletados.
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Figura 17 - Curva de Kaplan — Meier e teste de Log-Rank mostrando a
estimativa de sobrevida global para idade (p=0.022) na populagéo total do

estudo.

Entre os parametros genéticos testados, pacientes que mostraram a
fusdo dos genes EWSRI1-FLI1 foram associados a altas taxas de SG
(p<0.0001) quando comparado com pacientes que nao apresentaram essa
translocagao genética na populagao total (Figura 18a). No entanto, pacientes
que apresentaram doencga localizada ao diagndstico, ndo mostraram
associagao estatisticamente significativa com esse tipo de alteragcéo
genética. Ainda, pacientes com doenga localizada e com a presenca de
ganho da regido 16921 apresentaram prognéstico ruim (p=0.04) (Figura

18b).
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Figura 18 - Curva de Kaplan — Meier e teste de Log-Rank mostrando a

estimativa de sobrevida global. A. Influéncia de EWS-FLI1 (p<0.0001) na populag&o

total do estudo. B. Influéncia da regido 16921 (p=0.04) em tumores de Ewing em doenca

localizada.
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SOBREVIDADE LIVRE DE DOENCA EM TUMORES DE EWING
A analise de sobrevida livre de doenca em 5 anos nos casos de TE foi

de 35.16% (Figura 19).
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Figura 19 - Curva de Sobrevida livre de doenga (35.16%).

Para essa analise, pacientes incluidos no grupo com ganho da regiéo
1932.1 mostraram piores taxas de SLE (p=0.014), do que pacientes sem
essa anormalidade genética (Figura 20a, Tabelas 13 e 14). Da mesma
forma, pacientes pertencentes ao grupo com ganho da regido 16g21 foram
associados a pior SLE, quando comparados com o grupo de pacientes que
mostraram dele¢des nessa mesma regido (p=0.002) (Figura 20b e Tabelas

16 e 17).
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Figura 20 - Curva de Kaplan — Meier e teste de Log-Rank mostrando a

estimativa de sobrevida livre de doencga para as regides estudadas. A) 1g32.1

(p=0.014) e B) 16921 (p=0.002) em pacientes com tumores de Ewing.
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Significantemente, as copias extras dos cromossomos 7, 8 e 12
mostraram somente significancia estatistica com SG. Assim, o grupo de
pacientes da populagao total que apresentaram ganhos do cromossomo 8
(bom prognéstico) mostraram, através do teste de Log-rank, uma associagao
estatisticamente significativa; isto €, esse grupo mostrou maiores taxas de
sobrevida global do que pacientes que nado apresentaram copias extras do
cromossomo 8 (p=0.04) (Figura 21a). Vale ressaltar que, somente ganho do
cromossomo 8 apresentou associagao estatisticamente significativa, tanto
na subgrupo de doencga localizada (p=0.04) quanto na populagéo geral
(p=0.02). Em adicdo a isso, quando todos os parametros genéticos
estudados foram combinados, as analises estatisticas estratificaram grupos
de pacientes com piores taxas de SG e de SLE para a doenca. Isto é,
ganhos do cromossomoe 8 e do cromossomo 12, quando presentes
simultaneamente em um mesmo paciente, identificaram grupos distintos de
pacientes e taxas de SG estatisticamente significantes (p=0.029) (Figura

21b).
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Figura 21 - Curva de Kaplan — Meier e teste de Log-Rank mostrando a

estimativa de sobrevida global para os cromossomos 7, 8 ou 12. A)
Comparacao de cépias extras dos cromossomos (p= 0.04); B) Destaque para as cépias
extras do cromossomo 8 juntamente com alteragdes do cromossomo 12 (p=0.029) em

pacientes com tumores de Ewing.
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Além disso, pacientes que mostraram ganhos da regido 16q21,
concomitantemente com ganhos do cromossomo 7, 8 e/ou 12 tiveram as
piores taxas de SLE do que outras interagdes (p=0.006) (Figura 22). As
Tabela 16 e 17 sumarizam as analises de estimativas de SG e SLE em 5

anos com a populagao do estudo e suas caracteristicas clinicas e genéticas.
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Figura 22 - Curva de Kaplan — Meier e teste de Log-Rank mostrando a
estimativa de sobrevida livre de doenga dos cromossomos 7, 8 e 12 com
simultaneos ganhos da regido 16921 (p= 0.006) em pacientes com tumores
de Ewing. Os numeros entre paréntese correspondem a quantidade de

pacientes com tais alteragdes genéticas.
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Tabela 16 - Estimativas de sobrevida global de acordo com os parametros clinicos e genéticos de todos os pacientes com
tumores de Ewing e com doenca localizada.

Todos os pacientes do estudo (N=132) Pacientes com doenca localizada (N=95)
Parametros Resultados de iFISH ~ SG- 5 anos Resultados de  SG- 5 anos
no. de pts Mediana de sobrevida (meses) iFISH Mediana de sobrevida

(95% Cl) P no. de pts (95% Cl) P
Doenca ao diagnéstico
Localizada 95 31.84
Disseminada 37 17.93
Total 132 1.8(1.1-2.4) 0.137
Sitio do tumor
Osseo 119 30.72 84 36.51
Extraosseo 13 17.53 0.877 13 24.18 0.921

1.75(1.3-2.2) 1.5(1.0-1.9)
Idade
<15 anos 73 36.51 55 31.84
>15 anos 59 22.6 0.022 44 36.51

1.6(0.96-2.3) 0.87(0.28-1.4) 0.505
Género
Masculino 79 30.95 55 45.07
Feminino 53 24.18 42 26.97

1.28(0.63-1.9) 0.380 1.67(1.0-2.2) 0.272
Recaida
Néo 67 - 49 24.18
Sim 64 23.8 <0.0001 47 0 <0.0001
EWSR1-FLI1
Fusédo 121 30.95 88 40.36
Break-apart 8 11.8 0.0002 6 11.8
Ignorado 3 6.02 2 42.92 0.226
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Todos os pacientes do estudo (N=132)

Pacientes com doenca localizada (N=95)

Resultados de SG- 5 anos Resultados SG- 5 anos
Parametros iFISH Mediana de sobrevida (meses) de iFISH Mediana de sobrevida
no. de pts (95% ClI) no. de pts (95% CI) P
Cromossomo 1
1932 gain 15 33.62 8 40.36
No CNA 10 30.59 0.393 82 31.84 0.382
Cromosome 16
Ganho 16921 13 15 8 14.9 0.004
Sem alteragao 115 31.5 0.420 71 45.92
31 3.2(1.0-9.7)
Cromosomo 7
Ganho 13 80.16 10 80.16
Sem alteragao 108 30.6 0.1 76 30.86 0.16
2.6(2.2-3.0) 2.6 (2.2-3.0)
Cromosomo 8
Ganho 27 109.6 18 -
Sem alteragao 94 30.6 0.02 68 30.59 0.04
3.6(3.1-4.1) 0.5(0.3-1.0)
Cromosomo 12
Ganho 18 80.16 0.28 14 80.16
Sem alteragéo 103 30.16 72 30.86 0.25
2.6 (2.1-3.1) 2.6 (2.2-3.0)
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Tabela 17 - Estimativas de sobrevida livre de evento de acordo com os parametros clinicos e genéticos de pacientes com
tumores de Ewing localizado.

Pacientes portadores de Tumores de Ewing localizado

Resultados de iFISH SLE- 5 anos

Parametros no. de pts Mediana de sobrevida (meses)
(95% CI) P
Doenga ao diagnéstico
Localizada 89
Disseminada 0

Sitio do tumor

Osseo 78 25.16

Extraosseo 11 55.99 0.941
0.4(0.02-0.87)

Idade

<15 anos 52 23.55

>15 anos 37 27.76 0.239
0.8(0.2-1.4)

Género

Masculino 50 30.86

Feminino 39 16.71 0.178
1.8(1.3-2.4)

Recaida

Néo 48 . <0.0001

Sim 41 13.32

EWSR1-FLI1 30.59

Break-apart 7 7.01

Fusao 81 30.85 0.299

Ignorado 1

Cromossomo 1

1q 32gain 6 12.91

Sem alteragao | 79 30.59 0.0145

Ignorado 4 0.42(-3.102-0.8)

89
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Pacientes portadores de Tumores de Ewing localizado

Parametros Resultados de iFISH SLE- 5 anos
no. de pts Mediana de sobrevida (meses)
(95% CI) P
Cromossomo 16
Ganho 16921 8 -
Perda 1621 9 -
Sem alteracédo 63 - 0.002
Ignorado 9
Cromossomo 16
Ganho 16921 8 11.33
Sem alteracédo 71 30.86 0.001
0.3(-0.09-0.8)
Cromossomo 16
Perda 1621 9 16.05 0.36
Sem alteracédo 70 30.86
0.52(0.120.91)
Cromossomo 7
Ganho 9 142.6
Sem alteragédo 72 23.6 0.36
0.2(0.2-0.5)
Cromossomo 8
Ganho 16 109.8
Normal 65 23.09 0.145
4.8(4.35.2)
Cromossomo 12
Ganho 13 27.76
Normal 68 25.16 0.5
1.1 (0.68-1.5)
Cromossomo 16q21+12
Ganho 5 -
Sem alteracédo 76 - 0.007

90
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Em relacdo aos casos classificados como ploidia, foi-se verificado
uma associagao estatisticamente significativa entre ganhos da regiao 16921
e anaploida (p=0.007). O grupo de pacientes que mostraram ganhos dessa
regido estava mais concentrado no grupo de diploidia (66.7 versus 33.3%).

Vale ressaltar que uma associagao estatisticamente significativa nao
foi encontrada entre os grupos de pacientes tratados e ndo tratados com
quimioterapia ou radioterapia e as alteragdes genéticas estudadas (p>0.05).

E, apesar dos distintos regimes quimioterapicos a que esses
pacientes foram submetidos, ndo houve alguma diferenga estatistica entre
as taxas de sobrevida global dos trés diferentes momentos de protocolos de
tratamento, pertencentes a época da coleta dos dados clinico-patolégicos -
75-80 anos, 81-1999 anos e 2000-2009 anos (p=0.55). Este resultado indica
que a quimioterapia neo-adjuvante ndo afetou a frequéncia de alteragdes
genéticas desta casuistica.

Em relagdo as andlises multivariadas de regressédo proporcional de
Cox, foram usados aqueles fatores que mostraram significancia estatistica
em relagédo a sobrevida dos pacientes nas analises univariadas (Tabela 18).
Portanto, idade, recaida tumoral, fusdo dos genes EWSR1/FLI1 e trissomia
do cromossomo 8, mantiveram-se como fatores prognésticos independentes
para sobrevida global. Enquanto que, ganhos da regido 1932.1 ou 16921
foram confirmados como marcadores independentes de prognéstico para
sobrevida livre de evento. Pacientes que mostraram ganhos da regiao 16921
apresentaram maiores riscos de recorréncia do que os pacientes que

tiveram delecdo dessa regiao. Ademais, somente a interagéo entre o grupo
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com ganho da regiao 16921 e ganho do cromossomo 12 permaneceram

como fatores independentes para sobrevida livre de doenca. Todavia, a

delecdo da regiao 16921 ou as aneussomias dos cromossomos 7, 8 ou 12

nao mostraram valor relevante como fatores preditivos de morte. Os valores

de risco de morte de acordo com os pardmetros avaliados, pelo modelo de

Cox, estao descritas na Tabela 19 e 20.

Tabela 18 - Paramteros genéticos que mostraram significancia estatistica
em relagdo a sobrevida dos pacientes nas analises univariadas. IC: intervalo

de confianga.

Variaveis Sobrevida Global/localizada Sobrevida livre de doencga

N. pacientes p-valor N. pacientes p-valor
(%) (%)

1g32.1 ganho 8(8.9) 0.38 6(7.1) 0.014

16921 ganho 9(10.7) 0.1 9 (10.1) 0.002

16921 delecéo 9(10.7) 9(11.4)

Cr7 ganho 10(11.6) 0.16 9(10.1) 0.36

Cr8 ganho 18(20.9) 0.04 16 (19.8) 0.14

Cr12 ganho 14(16.3) 0.25 13(16.0) 0.5

Cr12/16qg21+ - - 5(6.2) 0.007

Tabela 19 - Analise multivariadas de regressao de Cox dos fatores clinicos-
patolégicos e genéticos em 131 pacientes com Tumores de Ewing:
Sobrevidade Global IC: intervalo de confianga

" . . IC
Fatores progndsticos Categorias Risco (95%) p valor
Idade Ausente 1.0 (Ref.)
<15 years versus > 15 years Presente 1.5 1.06-2.12 0.02
Recaida Ausente 1.0 (Ref.)
Presente 1.8 1.2-2.6 0.0024
EWSR1/FLI1 Ausente 1.0 (Ref.)
Presente 0.37 0.2-0.8 0.0079
Trissomia 7 Ausente 1.0 (Ref.) 0.2-1.2 0.14
Presente 0.53
Trissomia 8 Ausente 1.0 (Ref.) 0.2-0.9 0.0174
Presente 04
Trissomia 12 Ausente 1.0 (Ref.) 0.3-1.3 0.21
Presente 0.63
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Tabela 20 - Analise multivariada de regressdo de Cox dos fatores genéticos
em 89 pacientes com Tumores de Ewing: Sobrevidade Livre de Doencga
IC: intervalo de confianga

Fatores progndsticos Categorias Risco (95% ) p valor
Ganho 1g32.1 Ausente 1.0 (Ref.)
Presente 2.8 1.2-6.6 0.023
Ganho 16921 Ausente 1.0 (Ref.)
Presente 3.2 1.4-74
0.006
Delecao 16921 Ausente 1.0 (Ref)
Presente 1.77 0.7-4.2 0.2
16921 - 1.0 (Ref.)
Ganho 3.6 1.5-8.3 0.0164
Delecao 2.0 0.8-5.0
Ganho 16g21+cr. 7 Ausente 1.0-10.9 0.053
Presente 1.0(Ref)
3.3
Ganho 16g21+cr. 8 Ausente 1.0(Ref) 0.31-17.3 |04
Presente 2.3
Ganho 16g21+cr. 12 Ausente 1.0 (Ref.)
Presente 3.9 1.3-11.4 0.011
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5 DISCUSSAO

Tumores de Ewing (TE) ou familia de tumores de Ewing sao tumores
altamente agressivos em que, resisténcia a droga e recorréncia da doencga
sdo problemas clinicos constantes. A estratificacdo de pacientes para
tratamento, de acordo com tais riscos, sdo os achados que precisam ser
buscados. Atualmente, apesar da presenga de metastases ao diagnostico
ser consistentemente associada a prognostico ruim, outras caracteristicas
clinico-patolégicos dos pacientes, como: idade, volume tumoral e sitio
primario sdo associados, variavelmente, com a evolu¢gdo da doenca. Ainda,
intrigantemente, alguns pacientes com aparente doencga localizada ao
diagnostico, rapidamente desenvolvem metastases e, consequentemente,
morrem. Esses fatos levaram-nos a inferir a necessidade de novos
marcadores tumorais para avaliar, acuradamente, o progndéstico de
pacientes com tumores de Ewing, principalmente, para o grupo de pacientes
com doenca mais agressiva. Os aspectos genéticos desse tumor, portanto,
parecem ser a via mais promissora para atingir essa meta. Para tanto, neste
presente estudo foram avaliados as implicacbes clinicas das alteracoes
genéticas dos segmentos cromossOmicos - 1932.1, 169.21 e dos
cromossomos 7, 8 12 — os quais parecem estar fortemente envolvidos na
evolugao dos TE.

Na série de 132 pacientes aqui estudados, a confirmagao do

translocacao (11;22) foi encontrado em 93.8% dos casos analisados, dos
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quais a fusdo EWSR1-FLI1 foi vista em 87.6% deles. Somente 3 (3/121) dos
casos analisados ndo mostraram aberragdo cromossémica da regidao 22q12,
mostrando a importancia da avaliagdo genética pela técnica de iFISH para
detectar esses eventos e confirmar o diagndstico dessa doenga. Dados
esses concordantes com a literatura, onde a fusdo dos genes EWSR1-FLI1
ocorre em aproximadamente 85% dos casos (MITELMAN et al. 1994;
LAZAR et al. 2006; DELATTRE 2008). O numero de copias extras
encontradas dos genes EWS e/ou FLI1 ndo mostrou significancia estatistica
nesse estudo. SAVOLA et al. (2009) reportaram a existéncia de uma
duplicagao sucessiva do cromossomo derivativo do cromossomo (22) que
acompanha a fusdo dos cromossomos (11;22) como sendo um evento
comum e sem significancia em TE. Dessa forma, ganhos desse
cromossomo derivativo também foram encontrados no controle negativo, —
placenta usado neste presente estudo, demonstrando ser um evento tipico
de células normais. Um estudo com células HelLa e linhagem celular de TE
mostrou que a presenga da aumento de expressao de EWS reorganiza o
fuso mitdtico defeituoso em células transfectadas com a fusdo EWSR1-FLI1
(EMBREE et al. 2009), interferindo negativamente com a fungado quimérica
desses genes. Portanto, esses resultados sugerem a hipdétese de que
EWSRI1-FLI1 inibe a fungdo de EWS através de um mecanismo dominante-
negativo durante o processo maligno. Assim, eventos genéticos adicionais a
fusdo desses genes sdo necessarios para causar tumorigénese (KOVAR
2010). De acordo com os nossos achados, a fusdo EWSR1-FLI1 mostrou

bom prognéstico somente em relagdo a populagado total desse estudo,
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porém esse dado é controverso na literatura, ja que essa fusao tem seu
valor prognéstico variavel até o momento (ZOUBEK et al. 1996; LIN et al.
1999; DE ALAVA et al. 2000b, KOVAR 2010). Ainda, o grupo de pacientes
com doencga localizada do presente estudo, ndo mostrou associagao
estatistica com a fusdo desses genes.

Avancando nas analises de todos os dados coletados, observamos
que as alteragbes no numero de coépias (ANC) génicas no segmento
cromossémico 1q32.1 foram vistas em 11.7% dos casos. Um estudo de DNA
array e FISH interfasico mostraram ganhos de 1g em 21% dos casos
(HATTINGER et al. 2002). No presente estudo, para essa regido, foram-se
analisados quatros genes com fungdes de potenciais atividades
oncogéncas. Pelo banco de dados virtual — Progenetix — encontramos mais
de 10.000 perfis de caridtipos, CGH e CGH array, indicando uma alta
propor¢do de ganhos e amplificagbes dessa regidao em tumores de mama,
retinoblastoma, figado e cervical. Todavia, 0 mesmo banco de dados listou
somente 60 outros tumores com ganhos em pequenas fragdes do locus
1932.1, incluindo tumores de Ewing (BAUDIS e CLEARY 2001). Dessa
regidao, KIF14 e DDX59 foram os primeiros genes analisados no presente
estudo. KIF14, da familia das cinesinas, com importante papel no momento
da citocinese mitotica (CORSON et al. 2007), e, com valor progndstico em
relacdo a sobrevida livre de doenga em tumores de pequenas células
pulmonares, € considerado um grande potencial para alvo-terapéutico.
Enquanto o gene DDX59, pertencente a familia Box DEAD de RNA

helicases, controla a ligacdo da molécula de ATP e a hidrdlise celular
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(SJOBLOM et al. 2006). Além disso, encontra-se relacionado com o
processo de tumorigénese de colon-reto e mama, com importante valor
como alvo diagndstico e terapéutico. Embora o aumento de expressao da
proteina DDX59 seja muito menos encontrada em tumores do que o
transcrito KIF14 (retinoblastoma, mama, pulmao), aquele gene pode
contribuir para a sobrevivénia de células tumorais e ainda participar das vias
de reparo de DNA com atividade oncogénica (http://func.med.harvard.edu).
Ainda nessa regiao, outros dois genes foram analisados — MDM4 e PIK3C2R3
— ambos localizados préximos um do outro, ou seja, com aproximadamente
30Kb de distancia. O gene MDMX ou MDM4, cuja proténa é conhecida por
interagir com a p53, inibi as atividades de controle da integridade do genoma
(SHVARTS et al. 1996). Recentes estudos em retinoblastoma mostraram o
importante papel terapéutico de MDM4 como alvo molecular. O uso de
nutlin-3, molécula inibidora da interagdo MDM4-p53, tem mostrado destruir
eficientemente as células tumorais de retinoblastoma (LAURIE et al. 2006).
Ja o gene PI3KC2M3, variante da familia de PI3K, apresenta-se amplificado
em glioblastomas (VAN DEN BOOM et al. 2003), e, possui um importante
papel na via de sinalizagdo PI3K/AKT, regulando um grande numero de
processos celulares, tais como: crescimento e proliferacido, apoptose,
migracao, invasao e angiogénese (KNOBBE et al. 2005).

As analises do numero de cépias génicas dos genes recém citados
acima, foram feitas em conjunto de duas sondas distintas, uma que cobriu
os genes KIF14 e DDX59 , e outra que cobriu os genes MDM4 e PIK3C20,

com os dados retirados da biblioteca virtual para a confeccdo dessas sondas
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caseiras para iFISH - UCSC Genome Browser. Ressaltamos ainda, a
importancia da alteracdo genética dos genes DDX59 e PIK3C2B que,
embora hajam poucos relatos na literatura, eles pertencem a familia de
proteinas com importantes fungdes bioldgicas. Um estudo anterior identificou
uma co-amplificacdo de MDM4 e PIK3C23 em uma de quarto amostras de
hepatoblastoma (ARAI et al. 2010), outros autores reportaram esses genes
amplificados em muitos tumores, incluindo carcinomas e retinoblastoma,
mas sem relatos anteriores sobre os tumores de Ewing (ZIELENSKA et al.
2005; SCHLAEGER et al. 2008).

Na anadlise da regido 16g21, encontramos alteragdes do numero de
copias génicas em 20.9% dos casos. Dos quais, 9.6% mostraram somente
delecdo por hemizigose, enquanto que, 11.3% dos casos mostram ganhos
dessa regido. Estudos prévios usando métodos de DNA array e de FISH
mostraram alteragdes genéticas na regido do cromossomo 16q em 21%
(HATTINGER et al. 2002; MARCHONG et al. 2004).

A delecdo vista em nosso estudo envolveu somente um dos
homologos do cromossomo 16, implicando que a outra cromatide pode estar
inativa, por uma segunda mutagcdo em ponto ou um rearranjo, ou, ainda, por
imprinting genémico (MARCHONG et al. 2004).

Nosso gene-alvo nessa regido do cromossomo 16 (16921-1922.1)
que, de acordo com a literatura, é considerado foco de genes supressores
tumorais, ainda nao identificados. Para analise de citogenética molecular
pelo método de iFISH, focamos no locus do gene com proeminente

importancia na osteogénese, — caderina 11 ou CDH11. A proteina do gene
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Caderina 11 ou osteoblastica, € expressa durante o desenvolvimento
embrionario em células mesenquimais (OHALI et al. 2004), e, em cancer,
parece estar envolvida no processo de invasao e metastase (PIERGA et al.
2006). Além disso, ela aparece pouco expressa em estruturas diferenciadas,
mas altamente expressa em rabdomiossarcoma (MARKUS et al. 1999) e em
tumor de Wilms (SCHULZ et al. 2000).

Conforme os nossos resultados, ganhos do gene CDH11l em TE
foram concordantes com outros estudos publicados (OHALI et al. 2004; HU-
LIESKOVAN et al. 2005). Nossos resultados mostraram uma associagao
estatisticamente significante entre as delegbes da regido 16q e ganhos da
regidao 1q, sugerindo uma interagdo genética devido a troca de segmentos
cromossOmicos entre eles, como ja mencionado anteriormente (DOUGLASS
et al. 1990; HATTINGER et al. 2002). Supondo a ocorréncia de uma
translocagcdo nao balanceada t(1;16) em 21% dos pacientes com TE. No
cromossomo 16, o segmento 16g21-16g22.1 € uma regidao onde reside um
grupo de genes das familia das caderinas (CDH 1, 3, 5, 8 e 16), indicando
uma regidao de complexa interpretagdo, ja que o papel desses genes pode
estar intrinsicamente relacionado. Ademais, o resultado do efeito da
dosagem desses genes no tumor, pode estar modificado simultaneamente,
conferindo caracteristicas biopatolégicas peculiares a um certo grupo de
amostras (STARK et al. 1997).

No entanto, ainda é obscuro se a translocacdo cromossémica que
envolve os cromossomos 1 e 16 é resultado dos genes que residem nesse

local, individualmente, ou do rearranjo com outros genes supressores
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tumorais, mas, potencialmente, essa alteracao levaria a uma vantagem
seletiva no crescimento desordenado de clones malignos em diversos
tumores.

Em relagdo as aneussomias dos cromossomos 7, 8, e 12, alteracdes
foram encontradas em 9.7%, 21.8% e 14.5% dos casos estudados,
respectivamente. O numero de copias do cromossomo 7, correlaciona-se em
muitos modelos neoplasicos com o grau de diferenciagdo e com o aumento
da proliferagcdo celular (WALDMAN et al. 1991). A trissomia deste
cromossomo esta frequentemente associada a um evento tardio no
processo da carcinogénese, como sugerido por AMIEL et al. (2003). A
alteragao no cromossomo 8 também foi estudada anterioremente (MAURICI
et al. 1998; ZIELENSKA et al. 2001), os quais apresentam a mesma
proporcdo de alteragdes numéricas encontradas neste estudo, mas vistos
por outras técnicas citogenéticas, afora a técnica de iFISH. De acordo com
0S nossos achados, as aberragdes genéticas frequentemente vistas foram
as trissomias dos cromossomos 8 e/ ou 12, as quais estdo em conssonancia
com resultados previamente encontrados, apresentando 83% de frequéncia
em recorréncia para o cromossomo 8 e 47% e tumores primarios para o
cromossomo 12, e, portanto, associadas a um comportamento bioldgico
mais agressivo (MAURICI et al. 1998; ZIELENSKA et al. 2001; AMIEL et al.
2003). No entanto, nossos resultados mostraram que as aberragdes desses
cromossomos foram encontradas com maior frequéncia em tumores
primarios do que em metastaticos, porém, é preciso levar em conta a

desproporcionalidade do tipo de material analisado nos estudos, o que
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geralmente nao é relatado. A aneussomia do cromossomo 12 parece ser um
evento genético comum para os pacientes com tumores de Ewing, embora
menos frequente do que o cromossomo 8, mas também, supbéem-se 0 seu
envolvimento no prognostico desses pacientes. Ainda ha controversias
sobre a presenga concomitante dessas duas alteragdes, sugerindo-se serem
eventos genéticos dependentes por uns autores (ARMENGOL et al. 1997),
enquanto para outros, sdo processos independentes durante a tumorigénese
(MAURICI et al.1998).

Segundo MAURICI et al. (1998), a aneuploidia desses cromossomos
ocorre com maior frequéncia em recorréncia local do que em tumores
primarios e metastaticos, no entanto, outros estudos afirmam uma maior
frequéncia em fendtipos metastaticos, logo, predizendo um pior prognéstico
(THORNER e SQUIRE 1998, ZIELENSKA et al. 2001). A falta de coeréncia
entre as analises encontradas na literatura, leva-nos a hipotese de que as
alteracbes do numero de coépias dos cromossomos 8 e 12 ocorrem
desporporcionalmente nas etapas de progressao dos tumores de Ewing.

As interagdes genéticas encontradas entre as aberragdes dos
cromossomos 7, 8 e 12, principalmente, entre os cromossomos 8 e 12,
sugerem que, entre eles, ha um mecansimo comum de aneussomia
envolvida no processo de progressao dessa doenga. Para esclarecermos
mais a esse respeito, executamos analises in silico através de banco de
dados e programas de computador, Progenetix e Nexus 5.0, as quais nos
possibilitaram analisar 0s genes que residem nesses Cromossomos.

Encontramos altas taxas de amplificagdo ao longo dos cromossomos 7 e 8,



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 102

que sugerem ocorrer devido a presenga de importantes oncogenes,
potencialmente envolvidos no desenvolvimento e na progressao de TE, sao
eles: EGFR (7p11.2), MYC (8qg24), GLI1 (12913.3), MDM2 (12q15) e CDK4
(12q14.1), e também conhecidos com altos niveis de expressao em TE
(MCKEON et al. 1988; LADANYI et al. 1995; ARMENGOL et al. 1997;
FERREIRA et al. 2008).

Além disso, esses resultados mostraram concordéncia com outros
achados da literatura. Analises pela técnica de CGH, mostraram ganhos do
cromossomo 8 e 12 previamente encontrados em osteossarcomas
(TARKKANEN et al. 1995) e em outros sarcomas de partes moles
(SUIJKERBUIJK et al. 1994; FORUS et al. 1995; SZYMANSKA et al. 1996).

Andlises univariadas mostraram as caracteristicas clinico-patologicas
- idade e recorréncia tumoral-, estatisticamente associadas com sobrevida
global (SG), mas ndo com sobrevida livre de evento (SLE). Pacientes com
idade inferior a 15 anos mostraram maiores taxas de sobrevida global do
que os com idade superior. Esses dados sdo concordantes com resultados
de PICCI et al. (1996) e FIZAZI et al. (1998) que confirmaram através de
analises multivariadas pacientes com idade inferior a 15 anos apresentaram
prognéstico favoravel, porém, € ainda um dado controverso na literatura. Em
relagdo aos pacientes que apresentaram recorréncia tumoral, € sabido que
30% a 40% dos pacientes com TE localizado, recorrem (McTIERNAN et al.
2006), os quais apresentam sobrevida global em 5 anos de 13% (BACCI et

al. 2004).
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Entre os parametros genéticos, analises estatisticas revelaram que
pacientes afetados pela fusdo EWSR1-FLI1 apresentaram melhor SG, dado
esse controverso na literatura. Essa fusdo EWSRI1-FLI1 esta presente
somente nas células de TE e ndo existe em nenhuma célula normal do
corpo (UREN et al. 2004), implicando importancia na sobrevivéncia do
tumor, mas sem associagao com o progndstico do paciente comprovada.

Através dos nossos resultados acima citados, a regido 1932.1 foi
associada com prognostico ruim em pacientes com TE. Pacientes que
apresentaram ganhos dessa regido mostraram mais chances de recaida
tumoral. Estudos recentes de analises da expressdo génica de KIF14
mostraram sua alta expressdo associada com progndstico ruim em
pacientes com tumores de pulmdo, mama (CORSON et al. 2007),
retinoblastoma (MADHAVAN et al. 2007) e laringe (MARKOWSKI et al.
2009). Desta forma, podemos pensar que, em TE, esse gene é também um
forte candidato envolvido na progressao tumoral e, portanto, um indicador de
prognéstico desfavoravel. A recente identificacdo de KIF14 como um
candidato a oncogene cresce quando a sua expressdo encontra-se
relacionada com defeitos na citocinese, levando ao aumento da instabilidade
genética, por aneuplodia (GRUNEBERG et al. 2006). Além disso, ganhos
dos genes MDM4 e PIK3C23 nessa regiao, podem ter papel relevante na
progressao de TE. Recentemente, esses genes tém sido reportados como
importantes alvos para drogas anticancer (TRAER et al. 2006; TOLEDO e
WAHL 2007; VALENTIN-VEGA et al. 2007; LAM et al. 2010), indicando que

o locus 1932.1 é uma regido significante para tratar pacientes com TE
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resistente a quimiterapia e que apresentam ganho/amplificagdo dessa
regiao.

Uma associagao estatisticamente significativa também foi encontrada
entre CDH11 e recaida tumoral. Em estudos prévios, ganhos do numero de
cdpias e presenga da expressao proteica desse gene mostraram associagao
com o processo metastatico em osteossarcoma (OHALI et al. 2004,
KASHIMA et al. 1999). Pacientes que apresentaram ganhos de CDH11, e
mostraram piores taxas de sobrevida livre de evento do que paciente que
apresentaram delegdo por hemizigose desse gene. O grupo de pacientes
com hemizigose também apresentou progndstico ruim, como apresentado
em outros estudos de RT-PCR em osteossarcoma (NIKAJIMA et al. 2008).
Tumores originados de células mesenquimais tém N-caderina e E-caderina
presentes em suas células epiteliais (OHALI et al. 2004), portanto, uma
baixa expressao delas, com uma alta expressao de CDH11 podem facilitar o
processo de invasao das células tumorais. Recentes dados de analise de
cDNA microarray mostraram associagao de altos niveis de CDH11 com
prognéstico ruim para pacientes com TE (OHALI et al. 2004), permitindo
uma clara segregacgao entre pacientes com alto e baixo risco de recorréncia.

Ainda no presente estudo, pacientes que mostraram ganhos dos
cromossomos 7, 8 e 12 apresentaram melhores taxas de SG que aqueles
que nao apresentaram tais aberragcées. Um estudo anterior encontrado na
literatura (ZIELENSKA et al. 2001), embora concordante com nossos
achados, suponhe que a presenga de ganhos do cromossomo 8 néo é

indicativo de bom prognéstico para pacientes com TE, pois multiplas
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alteragcbes numeéricas e estruturais com outros cromossomos podem ser
responsaveis por um prognéstico ruim. Interessantemente, nesse estudo,
encontramos que paciente com aumento numérico dos cromossomos 8 e 12
(n=12) concomitantemente, apresentaram melhor progndstico em relagéo a
sobrevida global do que pacientes que n&o mostraram essas anormalidades
genéticas. Todavia, pacientes com ganhos do gene CDH11 e ganhos do
cromossomo 12 apresentaram mais chances de recorréncia do que o
restante da populagdo estudada. Resultados publicados anteriormente,
sugerem que tumores que apresentam ganhos do cromossomo 12 tém a
tendéncia de adquirir alteragdes genéticas estruturais envolvendo os bragos
longos dos cromossomos 1 e 16, as quais acreditam-se ocorrerem
posteriormente as aberragdes numéricas (TARKKANEN et al. 1995;
HATTINGER et al. 2002). E interessante notar em nossos dados que, a
maioria dos pacientes com ganhos de CDH1l também apresentaram
ganhos do cromossomo 12, indicando que essa interagdo pode ser um
evento tardio na tumorigénese dos TE. Além disso, tem sido amplamente
descrito que cariotipos complexos tendem ser associados a ganhos do
cromossomo 12 (ZIELENSKA et al. 2001; BRASELMANN et al. 2005;
IMPERA et al. 2008). Diante disso, parece que o grupo de pacientes que
carrega ganhos de CDH11 possuem uma rede de interagées génicas com o
cromossomo 12. Essa interagao, talvez, seja devido a presenca de regides
de DNA homodlogas a esses cromossomos, as quais causam um intricado
cenario genético, e, consequentemente, uma doenga com fendtipo

agressivo. Dessa forma, tanto ganhos da regido 1932.1, quanto da regiéao



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 106

16921-16922.1 podem ser promissores marcadores genéticos para
estratificar pacientes com risco de recorréncia.

Quanto as células que apresentaram aumento simultaneo no numero
de copias dos cromossomos nesses tumores, ndo podemos descartar a
possibilidade de serem um reflexo da poliploidizagdo do tumor, e considerar
somente a existéncia de anomalias cromossémicas especificas desses tipos
de tumores. Este numero crescente de alteragbes cromossdmicas e, logo,
do conteudo de DNA sugere que, na transformagao maligna e na progressao
tumoral, a instabilidade genémica € um fator importante.

O conteudo de DNA das células ou o numero de ploidia, talvez seja,
um dos marcadores genéticos mais simples, porém, ainda pouco conhecido.
Tumores dipldides sdo associados com prognéstico ruim, enquanto que a
hiperpoidia, e, em especial, a triploidia, € associada com bom prognédstico
(THORNER e SQUIRE 1998). O mecanismo em que um tumor diploide se
baseia para desenvolver um prognéstico desfavoravel, € ainda
desconhecido. Contudo, nosso estudo sugere que alteragdes genéticas em
1932.1 podem ser responsaveis pela perda do controle da segregacéao
cromossOmica durante citocinese, permitindo a aquisicado de células com
aneuploidias e que podem conferir vantagens seletivas de crescimento
tumoral.

Vale ainda realgar que, uma associagao estatisticamente significativa
nao foi encontrada entre os grupos de pacientes tratados ou nao tratados e
as alteragdes genéticas. Alguns estudos sugerem a existéncia de aumento

da instabilidade cromossémica apds tratamento quimioterapico, com
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subsequente formagao de um segundo tumor primario. Porém, na casuistica
do presente estudo, casos com segundo tumor primario foram excluidos do
estudo, o que permitiu uma analise estatistica mais consistente. Um estudo
de analises genbmicas em larga escala de 56 casos de hepatoblastomas
(ARAI et al. 2010), também mostrou ndo haver influéncia da quimioterapia
neo-adjuvante na incidéncia das alteracbes genéticas e epigenéticas.
Portanto, acreditamos que tratamentos neo-adjuvantes, com varias drogas
quimioterapicas podem alterar, mais significantemente, o0 sistema
imunoldgico do que o proprio genoma do paciente.

Analises multivariadas de regressdao de COX mostraram que as
alteragcdes genéticas EWSR1/FLI1 e ganhos do cromossomo 8 se
mantiveram como fatores progndstico de doenga favoravel. Por outro lado,
essas analises confirmaram ganhos do numero de copias génica das
regides, 19032.1 e 16921-16922.1, como fatores progndsticos independentes
de evolucdo desfavoravel da doenca. Pacientes com tais alteracdes
apresentaram risco de aproximadamente trés vezes a mais de recaida do
que pacientes que nao possuiam tais alteragdes. Da mesma forma, ganhos
do cromossomo 12 juntamente com ganhos de 16921, sdo potenciais fatores
genéticos para predizer o prognoéstico de pacientes com TE, apresentando
aproximadamente quatro vezes mais risco de sofrer recaida do que os
outros pacientes sem essas alteragdes. Portanto, pacientes que apresentam
ganhos de 1932.1 ou 16g21-16g22.1 tendem a sofrer recaida, sugerindo

essas alteragbes como potenciais novos marcadores genéticos para



Impacto progndstico de aberragbes cromossémicas em tumores de Ewing/PNET 108

predizer uma doencga mais agressiva, podendo, assim, estratificar pacientes

para terapias mais personalizadas.
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CONCLUSOES

No presente estudo, as analises de alteragdo do numero de copias

génicas aqui estudadas, em 132 pacientes, revelaram significantes regides

de anomalias genéticas em tumores de Ewing, sugerindo envolvimento de

genes supressores de tumor e/ou oncogenes na tumorigénese dessa

doenca. Aqui, ressaltamos algumas conclusdes deste trabalho:

1)

Ganho no numero de coépias dos genes KIF14, DDX59, MDM4 e
PISKC2R (1g932.1) - potenciais oncogenes, e CDH11 (16g21-g22) -
supressor de tumor, mostrou associacao estatisticamente significativa
com recaida tumoral, conferindo um comportamento mais agressivo.
Logo, apresentando-se como um importante valor progndéstico de
recaida para pacientes com doenca localizada de TE;

A interacdo genética entre ganho do CDH1l1l e trissomia do
cromossomo 12 estratifica pacientes com pior progndstico;

A trissomia dos cromossomos 7 ou/e 8 ou/e 12 estratifica pacientes
com melhor progndstico;

Distintas vias de sinalizacdo podem estar ativadas e importantes
genes podem estar alterados, levando a um complexo mecanismo
molecular de crescimento e agressividade dos tumores de Ewing.

Além do rearranjo de 22q12 estar envolvido no desenvolvimento do

TE, aberragdes genéticas adicionais a essa alteragao sdo necessarias para

levar a progressdo de uma doenga mais agressiva. A estratificacdo de
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pacientes com risco de recaida tumoral, pelos genes aqui estudados pela
técnica de iFISH, pode revelar valiosos fatores genéticos de progndstico,
podendo ser aplicados desde o momento do diagndstico. E, em um futuro
préximo, quando os valores precisos desses genes e de seus produtos
forem verificados, através de mais estudos multi-institucionais na
tumorigénese dos TE, novas terapias-alvos poderao surgir para melhorar a

sobrevida desses pacientes.
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Anexo 1 - Reagao de imunoistoquimica contra os anticorpos CD99 e FLI-1
aplicados em todos os casos do estudo para revisao histolégica.

Legenda: A. células de tumor de Ewing/PNET mostrando expressado nuclear da proteina

FLI-1. B. células de tumor de Ewing/PNET mostrando expressdo de membrana da proteina
CD99, 400x.



Anexo 2 - Reagdo de imunoistoquimica contra a proteina FLI1, CD99,
CD45, TDT, MYOD1, Miogenina e Desmina para checagem de diagndéstico

diferencial.

Legenda: Células de rabdomiossarcoma sem expressdo para as proteinas: FLI1(A); 200x,
CD99(B); 400x, CD45(C); 200x, TDT(D); 200x e Desmina(G); 200x. Células de
rabdomiosarcoma com expressao nuclear para as proteinas: MYOD1(E); 200x e Miogenina
(F); 200x.



Anexo 3 - Anticorpos, métodos de recuperagao antigénica, reagentes e controles positivos empregados nas reacdes de
imunoistoquimica para confirmag¢ao do diagndstico de tumor de Ewing/PNET.

Citrato de Sédio 10 mM; pH

Advance HRP Link

Advance HRP Link

AE1/AE3 Dako AE1 e AE3 STEAMER 6,0 1/1000 (DAKO) (DAKO) Amigdala
Citrato de Sédio 10 mM; pH 1/1600 Advance HRP Link Advance HRP Link
AML Dako 1A4 STEAMER 6,0 (DAKO) (DAKO) Leiomiossarcoma
Advance HRP Link Advance HRP Link
CD03 Dako f7.2.38 STEAMER EDTA/TRIS; pH 9,0 1/200 (DAKO) (DAKO) Timo
Advance HRP Link Advance HRP Link
CD138 Dako MI15 STEAMER EDTA/TRIS; pH 9,0 1/600 (DAKO) (DAKO) Melanoma
Citrato de Sodio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
CD20 Dako L26 STEAMER 6,0 1/2000 (DAKO) (DAKO) Linfoma de Burkit
Advance HRP Link Advance HRP Link
CD31 Dako Ber-H2 STEAMER EDTA/TRIS; pH 9,0 1/300 (DAKO) (DAKO) Angiossarcoma
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
CD34 Dako QBENd 10 STEAMER 6,0 1/2000 (DAKO) (DAKO) Neurofibroma
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
CD45 (LCA) Dako PD7/26e2B11 STEAMER 6,0 1/3000 (DAKO) (DAKO) Linfoma B
Citrato de Sodio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
CD99 Dako 12E7 STEAMER 6,0 1/200 (DAKO) (DAKO) Timo
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
CROMOGRANINA A Dako DAK-A3 STEAMER 6,0 1/200 (DAKO) (DAKO) Neuroblastoma
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
DESMINA Dako DE-R-11 STEAMER 6,0 1/400 (DAKO) (DAKO) Leiomiossarcoma
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
EMA Dako E29 STEAMER 6,0 1/4000 (DAKO) (DAKO) Amigdala
Citrato de Sodio 10 mM; pH Post Primary Block Polymer
FLI-1 Neomarkers Policlonal STEAMER 6,0 1/400 (Novocastra) (Novocastra) Amigdala
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
HMB 45 Dako Hmb45 STEAMER 6,0 1/200 (DAKO) (DAKO) Melanoma




Citrato de Sadio 10 mM; pH

Advance HRP Link

Advance HRP Link

MELAN A Dako A103 STEAMER 6,0 1/300 (DAKO) (DAKO) Melanoma
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
MIOGENINA Dako F5D STEAMER 6,0 1/400 (DAKO) (DAKO) Rabdomiossarcoma
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link Linfoma de
MUM1 Dako MUM1p STEAMER 6,0 1/500 (DAKO) (DAKO) Hodgkin
Advance HRP Link Advance HRP Link
MYOD1 Dako 5.8A STEAMER EDTA/TRIS; pH : 9,0 1/30 (DAKO) (DAKO) Rabdomiossarcoma
Advance HRP Link Advance HRP Link
P63 Dako 4A4 STEAMER EDTA/TRIS; pH9,0 1/2000 (DAKO) (DAKO) Préstata
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
S100 Dako Policlonal STEAMER 6,0 1/6000 (DAKO) (DAKO) Melanoma
Advance HRP Link Advance HRP Link
TDT Bio SB, Inc. Policlonal STEAMER EDTA/TRIS; pH9,0 1/3500 (DAKO) (DAKO) Timo
Post Primary Block Polymer
TLE-1 Santa Cruz Policlonal STEAMER EDTA; pH 8,0 1/200 (Novocastra) (Novocastra) Sarcoma Sinovial
Citrato de Sédio 10 mM; pH Advance HRP Link Advance HRP Link
VIMENTINA Dako Vim 3B4 STEAMER 6,0 1/400 (DAKO) (DAKO) Timo
Advance HRP Link Advance HRP Link
WT1(C-119)-carboxi Santa Cruz Policlonal STEAMER EDTA,; pH 8,0 1/50 (DAKO) (DAKO) Tumor de Wilms




Anexo 4 - Ficha de coleta de dados dos prontuarios (Fundagéo Anténio
Prudente — Hospital A. C. Camargo)

1 NUMERO DO ESTUDO

2 PACIENTE

3 SEXO (1) Masculino  (2) Feminino

4 RGH

5 IDADE

6 LOCAL 1) extremidade inferior (fémur, fibula, tibia, ou pé) 44%(2) Pélvis (ilio,
sacro, pubis, ou isquio) 24% (3) extremidade superior (imero, escapula, radio, ulna, ou mao) 17% (4) térax (rib,
vértebra, clavicula, mandibula, ou cranio) 15%

6 OSSEO (1)

EXTRAOSSEO (2)

OSSEO+EXTRAOSSEO (3)

(999, se desconhecido)

7 ADM DATA

8 IDADE

9 RACA (1) Branca (2) Amarela (3) Negra (4) Outra
10 QUEIXA
DOR (0) ndo (1) Local primério (2) Meta (3) Ambos
TUMORAGAO (0) nio (1) sim
FEBRE (0) n3o (1) sim
PERDA DE PESO (0) ndo (1) sim

11 TEMPO DE DURAGAO DOS SINTOMAS (MESES)

12 META ao Dx (0) ndo (1) sim

13 Local meta (1) pulméo (2) ossos (3) medula 6ssea

14 STATUS (1)Intacto (2) Biopsiado (3) Operado (4) bx +QT (5) bx +RXT (6) bx +tto+ recidiva/META
15 HISTORIA FAMILIAR (0) ndo (2) sim

16 PARENTESCO

17 DOENCA
BIOPSIA DO TUMOR PRIMARIO:

18 AP

19 DATA




20 LOCAL 1) extremidade inferior (fémur, fibula, tibia, ou pé) 44%(2) Pélvis (ilio,
sacro, pubis, ou isquio) 24% (3) extremidade superior (Uimero, escapula, radio, ulna, ou médo) 17% (3) térax (rib,
vértebra, clavicula, mandibula, ou cranio) 15%

21 IDADE

22 DX
23 TAMANHO MAIOR DIMENSAO OUTRAS DIMENSOES
24 TTO (0) ndo (2) sim

25 DATA DO INICIO DO TRATAMENTO-

26 QT NEO (0) néo (2) sim

27 DATAI

28 DATAF

29 DROGAS (1) T11 (2) T11 MODIFICADO (3) OUTROS

30 RXT NEO (0) ndo (2) sim

31 DATAI

32DATAF

33 CAMPOS
34 DOSES/RADS

35 RESPOSTA CLINICA A QT (1) TOTAL (2) PARCIAL (3) DOENGA ESTAVEL (4) PROGRESSAO DA DOENCA
(9) DESCONHECIDO

CONTROLE DO PRIMARIO

36 CIRURGIA DO TUMOR PRIMARIO (0) NAO (1) SIM

37 TIPO DE CIRURGIA (1) CONSERVADORA (2) AMPUTACAO

38 AP

39 DATA

40 IDADE

41 LOCAL/OSSEO 1) extremidade inferior (fémur, fibula, tibia, ou pé) 44%(2)
Pélvis (ilio, sacro, pubis, ou isquio) 24% (3) extremidade superior (imero, escapula, radio, ulna, ou médo) 17% (3) térax
(rib, vértebra, clavicula, mandibula, ou cranio) 15%

42 PM (1) extensao (2) infiltragao

43DX (0) SEM NEOPLASIA (1) PNET (3) OUTRA

44 Status margem CIRURGICA: (0) NAO (1) livres (2) comprometida (3) EXIGUA < 2 CM
451V(0) nao (1) sim

46 IPN(0) ndo (1) sim

47 IL(0) ndo (1) sim

48 RESPOSTA HISTOLOGICA (NECROSE) (1) HUVOS I (2) HUVOS II (3) HUVOS I1I (4) HUVOS IV (5) PRESENTE (6) SEM
NECROSE (999) NAO DETERMINADO EXTENSAOQ ESPECIFICA %




49 TAMANHO (CM) MAIOR DIMENSAO +[1 DIMENSOES ADICIONAIS (9) NAO PODE SER
DETERMINADA

50 QT ADJ (0) NAO) (1) SIM
51 DATAI

52 DATAF

53 DROGAS
54 RXT ADJ (0) néo (2) sim

55 DATAI

56 DATAF

57 CAMPOS 0) primario (1) meta (2) meta e primario

58 DOSES/RAD

59 DATA DO TERMINO DO TRATAMENTO:

60 QT DATAF

61 RXT DATAF

62 RECAIDA DA DOENCA
63 RECIDIVA 1 (0) ndo teve (1) local (2) recidiva, local ign. (9) ignorado-perdido de vista assintomatico < 5 anos
64 CIRURGIA (0) nfo (1) sim

65 AP

66 DATA

67 IDADE

68 PM (1) extensdo (2) infiltragao

69 DX

70 Status margem: (0) livre (1) comprometida (3) EXIGUA < 2 CM
711V(1) AUSENTE (2) PRESENTE

72 IPN(1) AUSENTE (2) PRESENTE

73 IL(1) AUSENTE (2) PRESENTE

74 TAMANHO(CM) Maior dimensdo ________ dimensdes adicionais _______
75 (0) ndo pode ser determinada

76 RESPOSTA HISTOLOGICA (NECROSE) (1) MINIMO (2) HUVOS I (3) HUVOS II (4) HUVOS IV (5) SEM NECROSE (6)
AUSENTE (7) PRESENTE (9) NAO DETERMINADO EXTENSAO ESPECIFICA ___ %

77 TTO POS REC (0) nio (1) sim
78 QT POS REC1 (0) nido (2) sim

79 DATA1




80 DATAF

81 DROGAS

82 RXT POS RECIDIVA (0) nio (2) sim

83 DATAI

84 DATAF

85 CAMPOS (1) primario (2) meta (3) meta e primario

86 DOSES

87 Recidiva 2 (0) ndo teve (1) local (2) recidiva, local ign. (9) ignorado-perdido de vista assintomatico < 5 anos

88 LOCAL (1) pulmao (2) osso (3) medula éssea (4) outras distancias (5) recidiva, local ign. (9)
ignorado- perdido de vista assintomatico <5 anos (1) TUMOR PRIMARIO CENTRAL (PELVIS OU TORAX) : 40%
(2)PROXIMAL AO TU PRIMARIO 30%, (4)DISTAL AO TU PRIMARIO : 15%

89 DATA

90 AP

91 CIRURGIA (0) néo (1) sim

92 AP

93 DATA

94 IDADE

95 DX

96 Status margem: (0) livre (1) comprometida (3) EXIGUA < 2 CM

97 TAMANHO Maior dimensdo____ dimensdes adicionais ____
(0) ndo pode ser determinada

98 Paciente em acompanhamento sem tratamento (0) ndo (2) sim

99 RESPOSTA HISTOLOGICA (NECROSE) (1) MINIMO (2) HUVOS I (3) HUVOS II (4) HUVOS IV (5) SEM NECROSE (6)
AUSENTE (7) PRESENTE (9) NAO DETERMINADO EXTENSAO ESPECIFICA ___ %

100 TTO POS recidiva(0) ndo (1) sim
101 QT POS REC 2 (0) ndo (1) sim

102 DATAI

103 DATAF

104 DROGAS

105 RXT POS REC 2(0) nio (2) sim

106 DATAI

107 DATAF

108 CAMPOS (0) primario (1) meta (2) meta e primario

109 DOSES

110 META 1 (0) NAO (1) SIM

111 DATA




112 AP,

113 CIRURGIA (0) nio (1) sim

114 AP

115 DATA

116 IDADE

117 LOCAL 1) extremidade inferior (fémur, fibula, tibia, ou pé) 44%(2) Pélvis (ilio,
sacro, pubis, ou isquio) 24% (3) extremidade superior (imero, escapula, radio, ulna, ou mao) 17% (3) térax (rib,
vértebra, clavicula, mandibula, ou cranio) 15% 4) MULTIPLAS

118 DX

119 Status margem: (0) livre (1) comprometida (3) EXIGUA (<2CM)

120 TAMANHO(CM) Maior dimensdo dimensdes adicionais _

(0) nédo pode ser determinada

121 RESPOSTA HISTOLOGICA (NECROSE) (1) MINIMO (2) HUVOS I (3) HUVOS II (4) HUVOS IV (5) SEM NECROSE (6)
AUSENTE (7) PRESENTE (9) NAO DETERMINADO EXTENSAO ESPECIFICA ___ %

122 TTO POS META 1(0) nio (1) sim
123 QT POS META 1(0) nio (1) sim

124 DATAI

125 DATAF.

126 DROGAS

127 RXT POS RECIDIVA 2 (0) nio (2) sim

128 DATAI

129 DATAF

130 CAMPOS (0) primario (1) meta (2) meta e primario

131 DOSES

132 METASTASE 2(0) néo (2) sim

134 LOCAL (1) pulméo (2) osso (3) medula 6ssea (4) outras distdncias (5) recidiva, local ign. (9)
ignorado- perdido de vista assintomatico < 5 anos (1) TUMOR PRIMARIO CENTRAL (PELVIS OU TORAX) : 40%
(2)PROXIMAL AO TU PRIMARIO 30%, (4)DISTAL AO TU PRIMARIO : 15% 4) MULTIPLAS

135 DATA,

136 CIRURGIA (0) ndo (1) sim

137 AP,

138 DATA

139 IDADE

140 DX

141 Status margem: (0) livre (1) comprometida (3) EXIGUA (<2CM)
142 TAMANHO Maior dimensio ___dimensaoes adicionais

(0) nédo pode ser determinada




143 TTO (0) ndo (1) sim
144 QT POS META 2 (0) ndo (2) sim

145 DATA1

146 DATAF

147 DROGAS

148 RXT POS META 2 (0) ndo (1) sim

149 DATAI

150 DATAF

152 CAMPO

153 DOSES

154 METASTASE 3 (0) ndo (2) sim

155 LOCAL (1) pulmao (2) osso (3) medula 6ssea (4) outras disténc'ias (5) regidiva, local ign. (9)
ignorado- perdido de vista assintomatico < 5 anos (1) TUMOR PRIMARIO CENTRAL (PELVIS OU TORAX) : 40%
(2)PROXIMAL AO TU PRIMARIO 30%, (4)DISTAL AO TU PRIMARIO : 15%

156 DATA

157 CIRURGIA (0) ndo (1) sim

158 AP

159 DATA

160 IDADE

161 DX

162 Status margem: (0) livre (1) comprometida (3) EXIGUA (<2CM)
163 TAMANHO Maior dimensdo ___dimensdes adicionais

(0) ndo pode ser determinada

164 RESPOSTA HISTOLOGICA (NECROSE) (1) MINIMO (2) HUVOS I (3) HUVOS II (4) HUVOS IV (5) SEM NECROSE (6)
AUSENTE (7) PRESENTE (9) NAO DETERMINADO EXTENSAO ESPECIFICA ___ %

165 TTO (0) nédo (1) sim
166 QT POS META 2 (0) nio (2) sim

167 DATAI

168 DATAF

169 DROGAS

170 RXT POS META 2 (0) ndo (1) sim

171 DATAI

172 DATAF

173 CAMPOS

174 DOSES

175 Paciente em acompanhamento sem tratamento (0) ndo (2) sim




176 2° TUMOR (0) nio (2) sim

177 BX/CIRURGIA

178 DATA

179 IDADE

180 DX

181 RXT NA REGIAO (0) n#o (2) sim - TU INDUZIDO
182 Paciente em acompanhamento sem tratamento (0) ndo (1) sim
183 HISTORIA FAMILIA(0) n3o (1) sim

184 PARENTESCO

185 DOENCA

186 STATUS
187 Data da ultima informagdo objetiva de segmento: ___/_ /e [ 1 ]

188. Status: (1) Vivo s/ doenca (2) Vivo com doencga (3) Morte pés-op (4) MOCA (5) Obito p/ out/causas

(6) Perdido de vista (defini¢do: Para pacientes com menos de 5 anos de seguimento todos os que
deixaram de retornar por um periodo igual ao dobro estipulado. Pacientes assintomaticos perdidos ap6s 5 anos devem
ser classificados como Vivos 000)

189 COMPLICACOES (0) ndo (2) sim QUAIS?

190 ESTUDOS ADICIONAIS:

Especificar: (1) IHQ (2) FISH(3) RT-PCR [__/__ /]

191 COMENTARIOS

Coletador de Dados: Ayala, F R.R. (2008)




Anexo 5 — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa — CEP

Hospital A E—
omite de ca em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Sdo Paulo, 14 de Setembro de 2007.

Ao
Dr. Fernando Augusto Soares

Ref.: Projeto de Pesquisa n® 971/07
“Impacto prognéstico de aberragdes cromossémicas em Tumor de Ewing/PNET”.

Prezado Doutor:

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagio Antonio Prudente -
Hospital A.C. Camargo, em sua ultima reunido de 11/09/2007, aprovaram a realizagdo do
estudo em referéncia e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

¥ Folha de Rosto para Pesquisa envolvendo Seres Humanos;

» Declaragio sobre o uso e destino do material biolégico, publicagio dos dados e
propriedade das informagdes geradas;

Termo de dispensa do consentimento livre e esclarecido;

Termo de compromisso do pesquisador com Resolugdes do Conselho Nacional de
Saude;

Orgamento financeiro detalhado;

Declaragdo de ciéncia e comprometimento do Departamento de Anatomia Patologica;
Declaragio de comprometimento do Departamento de Biofisica ¢ Genética Médica,
Instituto do Céncer de Ontario, Faculdade de Medicina, Universidade de Torounto,
Toronto, Canadd, sob a supervisdo do Dr. Jeremy Squire.

v Vv

VvVY

Atenciosamente,

(T

Prof/Dr. Luiz Paulo Kowalski
Coordenadér do Comité de Etica em Pesquisa

Rua Prof. Antonio Prudente, 211 — Liberdade — S3o Paulo — SP CEP 01509-900 - CNPJ 60.961.968/0001-06
Tel/Fax (0XX11) 2189.5020 - cep_hcancer@hcancer.org.br



Anexo 6 - Termo de Aprovacao e Responsabilidade do Doutorado
Sanduiche-PDEE/CAPES)

Fundagdo Coord o de Aperfei de Pessoal de Nivel Superior

Ministério da Educacio — Anexos | & H — 2° andar — Caixa Postal 365
70359-970 - Brasilia, DF — Brasil

CAPES

TERMO DE APROVAGAO E DE RESPONSABILIDADE - PDEE

Pelo presente termo (nome), Fernando Augusto Soares de nacionalidade brasileira, residente e
domiciliade @ Rua Doutor Toméas Carvalhal, 540, na cidade SZo Paulo, portador do CPF
88570347804, orientador da tese/dissertagdo de (nome aluro) Fernanda Rocha Rojas Ayala em
programa de Doutorado na (Es brasiera) Fundagdo Antdnio Prudente, aprova o plano e o
cronograma de atividades a serem realizadas pelo orientando, na (istituigso Exterior) Queen’s
University, no periodo 01/04/2009 a 31/03/2010,como parte dos estudos que desenvolve no _
Brasil, sobre o tema Impacto Prognéstico de aberragGes cromossdmicas em tumor de
Ewing/PNET.

Assume o compromisso de manter a orientagdo e o acompanhamento do estudante, durante o
periodo de realizagdo do estagio no exterior, em conjunto com o co-orientador da instituicdo
estrangeira, na condugdo das atividades propostas no plano e cronograma ora aprovados,
envidando esforcos para que o estudante apresente o émpenho desejado, visando tornar
proveitosas as atividades desenvolvidas no exterior, que serdo avaliadas por meio de relatérios
periddicos. .
Caso 0 estudante obtenha bolsa pelo PDEE, o Orientador assume também a responsabilidade de
realcar a relevancia do atendimento pelo doutorando dos compromissos e obrigagdes assumidos
quando da firmatura de termo préprio perante a CAPES, a época da implementagdo dos
beneficios.

SN o
Local: So,Paulo Data: 01/10/08 Assinatura do ﬁ‘(m,\ow& 1 N
Orientador: D




Anexo 6 - Carta do orientador no exterior

\#3 Patholo:

Molea Medlcme

Jeramy Squire, PhD

Daportment of Pothology and Moleculor Medicine
Queen's Universtly, Kngston General Hospltal
Rchardson Laboeratory, 88 Stuart Streat

Quaon's Universly. Kingston, Ontaric, Conada K7L 3N6

Tel: £13-533-2345
Email: spuinej@queermsu.co
Cr. Femandio Soones,
Hospitdl do Céncar AC ,
Rua Professor Amonio Prudente 211,
Libardods, CEP 01507010
5ao Poulo, Brosil Januaryl 2, Z007

Der Formando,

| em delighted that your student Fernanda Ayala hos neceived a sandwich fellowship from CAPES to come
to my loboratory ot Guesens in Conodo from Agril 0F 2009 antil Morch 10, 20010 o work on our sarcomea
coloboration.

As you know we have a kg interest conceaming the secondary chromesorne abemations observed in
Ewing fumaours in the contend of diseose outcome. | understand thal you howe ethics approval far this work,
and there is sufficient good quality hemcur sormples and detailed follew vp information fo construct a
statisticolly meoningiul aralysk of the effect of peciiic genomic imbalorrces on Bwing outcome.

Femanda’s maln responsblties wil be to design ond perform experdiments conceming the molecular
bliclogy and cytogenetics of sarcomas under my overall direclion here af Queens. She may spend part of
her time warking with my oollaborator Dr Maria Zielenska at the University of Toronte os she oo has a long-
termn interast In pedialic sarcoma concer genetics and has developed some useful RHPCR cppraaches 1o
distection ronslocalions in fronscripls exiroched from fized mows.

Day-to-day laboratory suparviion of Guaarrs wil be provided by Dr Moba Yoshimoto, You and | willrave
manthly conference colls by SKYPE with Maoisn ond Fermonda to moke sure the project s on forget.
Famanca's research will raquire her to: 11 kolate pardicular ganomic fragmants and preperalion of thesa
fragments for DNA and maolecular cytogenetic analyses: 21 to perform computational ond imaging-based
dalc analyses as directed; 3} o parlicipate bt lab meetings with the technologllis, postdocs and studenis
under my supervision. when wa discus resulls, conchsinns omd freely exchonge diecs ossocioled with oll
cument projects. 4] to provide. obstrocts. reports omd sl drofts of manuscripts which will be submitted to
ntematicnal meslings ond sclentific journak.

| lonk forward to meking Famanda's viit le Canada successiul and newarding.

Shcuw.
- N

n\fﬁ\;”— —

Jeremy A Squire PhD

Director, Tramslofionol Loborlory Revearch

NG Clnicnol Trials Gougp

Profiessor and Reseanch Chair in Molescular Pothology
Deporiment of Pothology and Molecular Medicine
Guean's Univertty. Kingston, ON K7L 3Ns CANADA



Anexo 7 - Reacgao de Interfase in situ por Fluorescéncia (iFISH)

9

Para a reacao de iFISH foram seguidas as etapas abaixo:

Primeiro dia:

Desparafinizagao em Xilol - 3 banhos de 10 minutos cada;

Passagens em alcool — 3 banhos de 5 minutos cada;

Banho em 2xSCC - 5 minutos em temperatura ambiente;
Pré-tratamento em Citrato pH 6,0 - em microondas de 2 em 2 minutos (5
vezes) com intervalos de 5 minutos a temperatura ambiente;

Digestdo enzimatica com pepsina (pronta pra uso) por 12 minutos em
Banho Maria a 37C (tempo variavel em decorréncia do tipo de tecido);
Lavagem em solugao de 2 X SSC pré-aquecida em banho — maria por 5
minutos;

Desidratagéo em alcool, 75%, 90%, 100% por 2 minutos cada;

Secagem das laminas ao ar;

Aplicacdo da sonda desnaturada (75C por 5 min): 15 - 20ul da mistura

das sondas ;

10-Aplicar a sonda ao abrigo da luz;

11-Cobrir os cortes laminula e aplicar o selante em volta;

12- Colocar laminas em suporte de vidro e colocar no microondas a

temperatura inicial variando de 17C por 66 segundo (poténcia de 940W),
a temperatura final recomendada é de 37C a 42C.

13- Incubacdo no Hibridador para co-desnaturagéo, e Hibridagao (tempo e

0o N O O b~ W

temperatura é variavel dependendo da indicagcdo do fornecedor da
sonda);

Segundo dia:

Pré-aquecer solugao de 2xSSC/0.3%IGEPAL NP-40 em banho-maria, a
76°C, até ficar com uma coloragao opaca;

Mergulhar as laminas em solugéo de 2xSSC/0.3%IGEPAL NP-40 — 76°C
por 2 minutos;

Lavar em solugao 2xSSC por 5 minutos a temperatura ambiente;
Desidratagdo em alcool 75%, 90% e 100% por 2 minutos cada;
Secagem das laminas ao ar ;

Aplicar 15 - 20ul DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole)

Montar com laminula;

Deixar no freezer (-20C) por pelo menos 30 minutos.



Anexo 8 - Reagao de Metafase in situ por Fluorescéncia (MFISH)

Primeiro dia:
Selecionar as areas de metafase;

)
2) Desidratagao em alcool, 75%, 90%, 100% por 2 minutos cada;
) Secagem das laminas ao ar;
) Aplicagao da sonda denaturada (75C por 5 min): 10ul da mistura das
sondas ;
5) Aplicar a sonda ao abrigo da luz;
6) Cobrir os cortes laminula e aplicar o selante em volta;
7) Incubacgao no Hibridador para co-desnaturagao, e Hibridagcéo (80C= 1
minuto; 37C = 18 horas);
Sequndo dia:
1) Pré-aquecer solugdo de 2xSSC/0.3%IGEPAL NP-40 em banho-
maria, a 76°C, até ficar com uma coloragao opaca,;
2)Mergulhar as laminas em solugdo de 2xSSC/0.3%IGEPAL NP-40 —

76°C por 2 minutos;

3) Lavar em solugdo 2xSSC por 5 minutos a temperatura ambiente;
) Desidratacdo em alcool 75%, 90% e 100% por 2 minutos cada;
) Secagem das laminas ao ar ;
6) Aplicar 15 - 20ul DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole)
) Montar com laminula;
)

Deixar no freezer (-20C) por pelo menos 30 minutos.



Anexo 9 — Resumo do artigo da tese ja submetido a publicagao

Genomic copy number alterations at 19g32.1 and 16q21 stratify patients
with high risk for relapse in Ewing Family of Tumors

Running head: Genomic alterations at 1932.1 and 16921 in Ewing’s tumors

Fernanda R. R. Ayala", Isabela W. da Cunha? Roberto Falzoni?, Jeff
Martin*, Maisa Yoshimoto®, Maria Zielenska®, Jeremy A. Squire®, Fernando
A. Soares?

! International Research and Teaching Center, AC Camargo Hospital, Sao
Paulo, Brazil; 2 Department of Anatomic Pathology, AC Camargo Hospital,
Sao Paulo, Brazil; *Department of Pathology and Molecular Medicine,
Queens University, Kingston, ON, Canada; ‘Department of Paediatric
Laboratory Medicine, Hospital for Sick Children, Toronto, ON, Canada

Abstract:

Purpose

The EWS-ETS genetic fusion appears to be the initiating event in
pathogenesis of the Ewing Family of Tumors (EFT). However, the
progression of the disease due to additional genetic alterations is unclear.
Thus, we analyzed the prognostic significance of specific genetic alterations
in a cohort of EFT patients.

Patients and Methods

We performed in silico analysis using data from Progenetix databases to
identify alterations at 1q and 16q, the most recurrent genetic alterations in
EFT. Tissue microarrays (TMA) of 135 EFT patients were built for multi-color
interphase fluorescent in situ hybridization (iFISH) analysis of aberrations at
1932.1 and 16921 using in-house probes. We correlated the frequencies of
gene copy number alterations (CNA) with clinical parameters and follow-up
information.

Results

CNA analysis showed gains at 1932.1 in 15/128 (11.7%) cases, while
abnormalities at 16921 were seen in 24/118 (20.3%) patients. One group of
patients, 11/118 (9.3%) showed only hemizygous deletion, whereas the other
group, 13/118 (11%) showed gain at 16921. A significant association
between 1q gain and 16q loss was detected, but there was no significant
synergism between these two events on clinical parameters. Univariate
analyses showed gains at 16921 (p=0.029) or 1932.1 (p=0.005) associated
with tumor relapse in those patients with localized disease. Disease-free



survival curves demonstrated regional gains as unfavorable outcome
parameters for EFT patients. The multivariate model confirmed 1932.1
(hazard ratio 2.8; p<0.02) and 16921 (hazard ratio 3.6; p<0.004) gains as
independent prognostic markers for relapse.

Conclusion

Genomic gains at 19g32.1 and 16921 constitute valuable indicators of relapse
in patients with localized EFT.

Keywords: Interphase FISH, Ewing’s tumors, relapse, biomarkers.



