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RESUMO

Rios Villacis RA.ldentificagdo de marcadores moleculares Uteis aoatjnostico e
prognéstico em leiomiossarcomas e sarcomas pleoméds. Sdo Paulo; 2011.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente]

Os sarcomas de partes moles (SPM) sdo neoplastasodgéneas de origem
mesenquimal que podem ser classificados por suagBisese e comportamento
clinico. Neste grupo estdo incluidos os sarcomasonpbrficos (SP) e os
leiomiossarcomas (LM). Os tumores que nao apreseaniaa linha de diferenciacéo
celular especifica fazem parte do grupo dos sarsopheomoérficos. Estudos de
perfis de expressdo génica em larga escala sazadtis como estratégia
metodoldgica para classificar diferencialmente ame@mas pleomdérficos de outros
sarcomas, principalmente de leiomiossarcomas. Atéesente nao foi identificado
um marcador biolégico capaz de diferenciar essaplagias. Neste estudo foi
avaliado o padrdo de expressdo génica de 22 SP leM22om o objetivo de
contribuir para a identificacdo de marcadores nubéges que diferenciem estes
tumores. Asanalises realizadas por testes supervisionadda® esumpervisionados
com FDR=0 né&o foram capazes de diferenciar estgggrtumorais. Foi observada
similaridade genética quanto ao padréo de expragsdioa entre os SP e LM. Além
disso, ndo foi possivel encontrar relacdo de algeme ou grupo de genes com
caracteristicas clinico-patologicas. Por outro Jadandlises hierarquicas
supervisionadas permitiram a identificagdo de unopgrformado apenas de LM,
caracterizados pela expressdo aumentada de vasgoss gassociados com o0
desenvolvimento e a funcdo muscular. Andlises zatiilo ferramentas para
construcdo de redes génicas permitiram identificar grande numero de genes
correlacionados e responsaveis pelo controle deriammtes funcdes celulares. A
analise pareada entre quatro sarcomas e seustrespéecidos adjacentes normais
revelou 40 genes diferencialmente expressos. Ossgemm expressao aumentada
estavam relacionados a via d®53 e ao ciclo celular, enquanto os genes com

expressdo diminuida se associavam a diferentes me&abodlicas. O padrdo de



expressdo dos gen&RF SRC BAD e TOP2Aforam confirmados por ensaios de
RT-PCR quantitativa em tempo real. Os resultadossaptados reforcam os obtidos
na literatura que sugerem uma linhagem de difea¢foi comum aos SP e LM.
Além disso, em LM, foram observadas alteracfesoifspss em genes relacionados
a diferenciacdo muscular que podem contribuir Eararacterizacdo diagnostica
mais acurada destes tumores quando comparado®aos S



SUMMARY

Rios Villacis RA.[ldentification of potential molecular markers for diagnosis
and prognosis in leiomyosarcomas and undifferentiad pleomorphic sarcoma]
Sao Paulo; 2011. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagéimio Prudente]

Soft tissue sarcomas (STS) are heterogeneous sawptE mesenchymal origin, that
can be classified by its histogenesis and clirfbeddavior. In this group are included
undifferentiated pleomorphic sarcoma (UPS) andnigmsarcoma (LMS). Tumors
without a specific line of cell differentiation arecluded in pleomorphic sarcoma
group. Microarray gene expression profile studies @sed as a methodological
strategy to differentiate the pleomorphic sarcomamf other sarcomas, mainly
leiomyosarcomas. Currently, is unkown a biologio@rker to distinguish these
neoplasms. The aim of this study was to evaluategdne expression profile in 22
UPS and 22 LMS, contributing to identify biologicalarkers able to differentiate
these tumors. Supervised and non-supervised teghs RDR=0 were unable to
distinguish UPS from LMS. These tumors presentesindlar genetic expression
profile. Furthermore, there was no relation betwaegene or group of genes with
clinico-pathological features. On the other hangyesvised hierarchical clustering
allowed the identification of a group composed gsginlely by LMS, showing
overexpression of genes related to the developraendt muscle function. The
network analysis presented several over and dowassged central genes, including
those related with important cellular functions. dnpaired analysis between four
sarcomas and their respective adjacent normal etisguwas found 40 genes
differentially expressed. In general, genes withvad@xpression were associated to
different metabolic pathways, while genes overesged were related TP53and to
cell cycle pathways. The expression levels werdigoad for SRE SRC BAD and
TOP2A genes by reverse transcriptase real-time PCR.rébelts presented here
support the findings obtained in literature, whailggest a common differentiation

lineage in UPS and LMS. Moreover, they also denrated that LMS has specific



alterations in genes related to muscle differeiotiatcontributing to a more accurate
diagnosis of these tumors in comparison with UPS.
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1  INTRODUCAO

1.1 SARCOMAS DE PARTES MOLES (SPM)

1.1.1 Caracteristicas clinicas e patologicas

Os sarcomas de partes moles (SPM) compreendemupo geterogéneo e
agressivo de neoplasias malignas derivadas deotemé@senquimais. Estes tumores
mostram grande variacdo na morfologia, em aspeggogticos e comportamento
clinico (BECK et al. 2010b; GUILLOU e AURIAS 2010340 compostos por mais
de 50 tipos histolégicos e representam aproximadtanEbs de todas as neoplasias
malignas em adultos e 10-15% em criancas e adokesc8LAY e CESNE 2009;
THWAY 2009). Todos 0s grupos etarios sao afetacls, ligeira predominéancia do
sexo masculino em uma proporc¢ao de 1,2:1,0 paex@feminino, no entanto, mais
de 40% dos SPM se manifestam em pacientes acintzb denos (SCHMITT e
KASPER 2009). TORO et al. (2006) relataram umadiéeccia aproximada de 4,5-
6,5 casos/100 000 habitantes nos EUA numa anaisencais de 25 000 casos de
SPM. Os SPM podem surgir em qualquer parte do daupmano, principalmente nas
extremidades (60%), trato gastro-intestinal (GI133%), retroperiténio (15-20%) e
regido da cabeca e pescoco (National Comprehe@sineer Network-NCCN 2009).

Pacientes com SPM apresentam uma sobrevida estid@da anos em
aproximadamente 50% dos casos (CLARK et al. 20B5) progndstico se deve
principalmente ao risco de desenvolvimento de rtetés a distancia ou a presenca

de metéastases ocultas ao diagnoéstico (LEHNHARDAL €2009). Acredita-se que as



metastases em sarcomas ocorrem em sua maioriaapoeematogénica, sendo raras
as metastases linfonodais (menos de 5% dos casesgecdo de alguns subtipos,
como o sarcoma sinovial e angiossarcoma (SCHMIKAEPER 2009; THWAY
2009). Aproximadamente 40-50% dos pacientes concoses de alto grau
desenvolvem metéastases, principalmente para osopsal® 0ssos, enquanto que 0s
pacientes com sarcomas viscerais e retroperitoi@iatem a ter metastases no figado
e peritbnio (BRENNAN et al. 2008; COLLINI et al. @8, LEHNHARDT et al.
2009). Até o presente, o0 grau histoldgico € o fatogndstico mais importante, tanto
para predizer metastases como para a sobrevidal g{BISTERS et al. 1996;
CHIBON et al. 2010). A sobrevida média dos paciemiam diagndstico de doenca

metastatica é de 8-12 meses (WEITZ et al. 2003).

1.1.2 Etiologia

A etiologia da maioria dos sarcomas é desconheeidgande parte dos
estudos etiolégicos foi baseado em séries pequinascientes ou até mesmo em
relatos de casos. Os modelos atuais sugerem dtieMaé&o se originam a partir da
desdiferenciacdo de tumores benignos pré-existentess surgemde novo
(SCHMITT e KASPER 2009). Embora os SPM sejam ramsaparecam
espontaneamente, alguns fatores de risco foranciadss ao desenvolvimento
destas neoplasias. Pacientes com doencas hewrli(@eurofiboromatose tipo 1,
Sindrome de Li-Fraumeni e retinoblastoma hereditarapresentam maior
predisposicao a desenvolver certos SPM. Algunsosas estdo associados com
infec¢des virais, como o sarcoma de Kaposi (HIV KHVF8) e um subgrupo de

leiomiossarcomas (EBV). A exposicdo a radiacacceéei a alguns fatores quimicos,



como o PVC (policloreto de vinilo) e herbicidas,rdim associados com o
desenvolvimento de alguns SPM, como sarcoma sindideossarcoma e sarcoma
pleomodrfico. Linfedemas cronicos foram associados aparecimento de
angiossarcomas (FROEHNER e WIRTH 2001; DEYRUP.e2@06; SKUBITZ e

D’ADAMO 2007; SCOGGINS e PISTERS 2008; THWAY 2009).

1.1.3 Diagnostico

A raridade, a natureza pleomoérfica e o grande ndnag entidades
morfologicas que se sobrepdem, transformam o dsigoddos SPM em um desafio
para os patologistas, dificultando sua classificgd@ECK et al. 2010b). Atualmente,
0s sarcomas sao diagnosticados baseados na roswgpmtcomplementada pelo uso
de técnicas moleculares e de imunoistoquimica exmscselecionados (GRAADT et
al. 1999; FLETCHER et al. 2002; WEST 2010). A imistaguimica é utilizada para
confirmar a linhagem de diferenciacdo e técnicaseontares podem identificar
translocacdes cromossémicas especificas ou mutdhideESEN e WEST 2010).
Enquanto algumas neoplasias, como o GIST, apresenta maioria das vezes
caracteristicas diagnosticas bem definidas (lomgdia anatdmica, morfologia,
fendtipo imunoistoquimico e mutagdes genéticas ehawutros tumores, como 0s
leiomiossarcomas, sao definidos por caracteristicagolégicas e alguns poucos
biomarcadores imunoistoquimicos inespecificos (WEXIL0). A classificacdo
correta dos SPM é essencial, pois entidades diiga®slistintas podem requerer
estratégias diferentes para um tratamento apraprBdELSEN e WEST 2010;

WARDELMANN 2010).



1.1.4 Tratamento

O tratamento principal para pacientes com SPM @saeccao cirdrgica
completa do tumor primario, com ou sem radioteragige resulta em uma taxa de
cura de 50% (GANJOO e JACOBS 2010). As chance®begida sdo maiores na
auséncia de comprometimento neoplasico das maayenmgicas. A radioterapia é
utilizada como forma de reduzir a incidéncia deor@ncia local. A quimioterapia
pode ser utilizada com intencdo paliativa em tus@eancados (metastaticos) ou
para reduzir o tamanho da neoplasia, possibilitaadoirurgia radical da lesao
(ERIKSSON 2010). A doxorrubicina e a ifosfamida @0 quimioterapicos que
apresentam as melhores taxas de resposta em SP30¥20 contudo, o tratamento
quimioterapico traz beneficios limitados e geralteendo melhora a sobrevida dos
pacientes, a excecao de alguns subtipos que acuonwei@ncas e adultos jovens,
como o0 osteossarcoma e sarcoma de Ewing (BECK.e2040b; GANJOO e
JACOBS 2010; NIELSEN e WEST 2010). Devido a sualaale, os SPM, com raras
excecdes, foram agrupados como uma Unica entidade fms de estadiamento,
prognostico e investigacdo clinica, com o0 objetide alcancar significancia
estatistica (WUNDER et al. 2007; VERWEIJ e BAKERL@) No entanto, analises
moleculares revelam claramente diferentes perfisétims entre os SPM. Um
exemplo modelo é a utilizacdo do imatinib paraaiamento de tumores gastro-

intestinais (GIST) (NIELSEN e WEST 2010; VERWEIBRKER 2010).



1.1.5 Classificacao

A aplicacdo de técnicas em citogenética classicenogecular permitiu
classificar os SPM em duas categorias principdi3: tdmores que apresentam
alteracbes genéticas especificas e caridtipos esnphcluindo a fusédo de genes
devido a translocacdes reciprocas; representanD%beds tumores mesenquimais
(Ex., EWSRIFLI1 em sarcoma de EwingYT-SSXem sarcoma sinovialJLS-
CHOP em lipossarcoma mixoide RAX3FKHR em rabdomiossarcoma alveolar), e
mutacfes somaticas especificakIT( e PDGFRA em tumores estromais
gastrointestinais) (MITELMAN et al. 2007; NIELSENWEST 2010); (2) tumores
com alteracdes genéticas inespecificas e cariotqousplexos, que apresentam
caracteristicas histologicas e imunoistoquimicaseffeantes. Este grupo representa
50% dos SPM e € composto principalmente por tumplesmorficos de células
alongadas, incluindo leiomiossarcomas, sarcomasnyildicos e fibrossarcomas.
Adicionalmente, alguns lipossarcomas desdiferesiadapresentam tanto
anormalidades cromossOmicas especificas, comotipagécomplexos e aleatérios
(IWASAKI et al. 2009; BOVEE e HOGENDOORN 2010; GUWOU e AURIAS

2010).

1.1.6 Expressao génica em larga escala

O céncer é uma doenca relacionada com alterac@$unedes de genes
associados a proliferagao celular, entre outrasokes Independentemente da origem
destas alteracdes (mutacdes em ponto, delecGesptracdes, amplificacdes génicas
ou alterac6es no padrao de metilagdo), o fenotipiigno € mediado pelo padréo

caracteristico de expressdo génica (ANTONESCU 2008practeristicas



morfologicas sdo geralmente bons indicadores do podamento bioldgico,
contudo, a propensdo a metastases, crescimentoaiuencesposta a quimioterapia
podem ser determinados pelos padrbes de expregs@icagque ndo sdo bem
correlacionados com a morfologia (SKUBITZ et al02D

A tecnologia dearrays de expressao génica foi desenvolvida em meados da
década de 1990 e permite avaliar os niveis de ss@oede milhares de genes
simultaneamente em amostras tumorais e é uma dasmgomais eficientes para
detectar novos marcadores tumorais especificos EBHet al. 1995; LOCKHART
e WINZELER 2000; VAN DE RIJN e FLETCHER 2006; ANT&SCU 2008;
CONLEY et al. 2008). As principais plataformasateays utilizadas nos estudos de
expressao génica envolvem a deposicéo roboticeagméntos de DNA em laminas
de vidro ou a sintesm situ de oligonucleotideos em matrizes de alta densidade
utilizando fotolitografia (SCHENA et al. 1995). Eprla todas as células tenham os
mesmos genes, apenas 5% deles sdo expressos eogélulmam particular em um
determinado momento, desta forma, os estudos dessdm génica proporcionam
informacgdes privilegiadas do estado e da funcdocdadas tumorais (OSUNA e
ALAVA 2009). Tumores com histologia e morfologia reeidas nem sempre
apresentam comportamento bioldégico semelhante, diserepancias na taxa de
crescimento, resposta ao tratamento e potenciasta¢ico. Em nivel molecular,
tumores aparentemente idénticos podem apresentlibgsade expressao génica
diferentes (THWAY 2009).

Em sarcomas, os objetivos principais dos estudopedits de expresséo
génica sdo: (1) entender melhor as vias biolégacdsnalas que contribuem com a

sarcomatogénese, (2) aperfeicoar o sistema deificdas&o dos sarcomas para



refletir melhor a biologia destes tumores e (3pidiear biomarcadores para ampliar
e melhorar o diagnostico, progndstico e respostgpéeitica (TSCHOEP et al. 2007;
BECK et al. 2010b). Estudos de expresséo génicuaifi&m a separacao de tumores
em grupos com distintos padrdes de expressao,indourabdomiossarcomas e
sarcomas de Ewing (DAVICIONI et al. 2006; HANCOCKLESSNICK 2008;
DAVICIONI et al. 2009). A combinacdo desta tecn@ogom a investigacdo da
expressdo de proteinas em microarranjos de teiosglés,tissue microarray -
TMA) permitiu a identificacdo da apolipoproteinacBmo marcador diagndstico em
dermatofibrossarcoma protuberans e da proteina Teml sarcomas sinoviais
(WEST et al. 2004b; TERRY et al. 2007). Analisaindeadrdao de expressao génica,
WEST et al. (2004a) relataram que o gdd@®Gl (TMEM16A era expresso
especificamente em GIST e validaram os resultados ensaios de TMA e FISH.
Estudos posteriores confirmaram que os anticorppsD®®G1 sdo mais sensiveis e
especificos para diagnosticar GIST do que os aptisoanti-KIT (ESPINOSA et al.
2008; MIETTINEN et al. 2009).

Os estudos de expressao génica em SPM tém sidadwsipela escassez de
material congelado, pelo grande nimero de tipaslbgicos reconhecidos e pelos
custos experimentais. Como resultado, a maioritaslggesquisas inclui um nimero
relativamente pequeno de amostras por tipo histid@ a 10 casos). O numero
limitado de espécimens e a utilizacdo de amostagdas localizacbes anatdomicas,
sem relacdo biolégica, afetam dramaticamente didadde das pesquisas em SPM
de identificar subgrupos e alteragBes recorrentesiigel molecular. Além disso, a
grande maioria destes estudos nao informa se astr@®@ao obtidas de pacientes

pré ou pés-tratamento quimioterapico e ou radipteca Isto contrasta com os



resultados obtidos em outras classes tumorais, asmoarcinomas, em que ha uma
maior incidéncia da doenca e €& possivel restringpesquisa a um unico sitio

anatémico (WEST 2010; WEIGELT et al. 2010).

1.1.7 Perspectivas futuras

Embora a histologia, combinada com a imunoistoqedmeontinue sendo o
“padrédo ouro” no diagnostico dos SPM, técnicas bielogia molecular que
detectam alteracdes genéticas especificas saontartas auxiliares importantes na
rotina diagnostica. A maioria dos sarcomas de af@u (que incluem
mixofibrossarcomas, leiomiossarcomas e sarcomasmgdldicos) carecem de
alteracOes genéticas especificas, dificultando dsagnéstico e a identificacdo de
potenciais alvos terapéuticos (NIELSEN e WEST 201@g¢squisas em nivel
molecular, incluindo estudos de perfil de expresg@oica, permitirdo um enorme
progresso na compreensdo da biologia dos sarcomgsiometem mudancas
significativas na forma como os SPM sé&o diagnodtisa classificados. O aumento
do conhecimento sobre as vias envolvidas na satogérzese e na progressao destas
neoplasias pode levar ao desenvolvimento de nomdgadores prognosticos,

biomarcadores e alvos terapéuticos moleculares (AWt al. 2009).

1.2 SARCOMAS PLEOMORFICOS E LEIOMIOSSARCOMAS

1.2.1 Sarcomas pleomorficos
Os sarcomas pleomoérficos (SP) sdo tumores compgsiosibroblastos

(células alongadas), histiocitos (células poliéa®)¢ células indiferenciadas, mitoses



anormais e necrose, arranjados em um padrdao deincegdo estoriforme
(ROSENBERG 2003; SCAPOLAN et al. 2008; THWAY 200&stas neoplasias
ocorrem geralmente em adultos de meia-idade, aeomast extremidades e
apresentam comportamento altamente agressivo (WEISBNZINGER 1978;
THWAY 2009). O termosarcoma pleomorficofoi proposto pela Organizagao
Mundial da Saude (WHO) em 2002 para substituir aodgnacdo antiga de
“Fibrohistiocitoma Maligno” (FHM) (FLETCHER 2006DEI TOS 2006).

O termofibrohistiocitoma maligndoi introduzido em meados dos anos 60
para designar um grupo de neoplasias que apreaemtastiocitos (macrofagos) que
adquiriam caracteristicas estruturais e funciodaifibroblastos, sendo classificados
em cinco subtipos histoldgicos (OZZELLO et al. 1968BRIEN e STOUT 1964;
MATUSHANSKY et al. 2009). O surgimento destes tuesoa partir de histidcitos,
fibroblastos ou células mesenquimais indiferencaalada € desconhecido, porém,
estudos mais recentes sugerem que os SP derivacéldas da medula 6ssea,
provavelmente de células tronco mesenquimais (MAHAISSKY et al. 2007; LI Q
et al. 2010).

A existéncia do SP como entidade clinico-patologpem definida se tornou
rapidamente popular apés o trabalho de WEISS e ESER (1978). Em meados
dos anos 1980 o SP (FHM, como era designado) emes o diagndstico de
sarcoma mais comum em adultos (ENZINGER 1986; FUHHHR 1992). Contudo,
uma série de estudos comecaram a questionar &reigstdo SP como entidade
distinta (SNOVER et al. 1982; BROOKS 1986; DEHNE®88), cujo apice foi o
trabalho publicado por FLETCHER (1992), que analisma série de 159 “FHM”

e demonstrou que 63% dos casos poderiam ser i&ckdss (com o apoio da
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imunoistoquimica e microscopia eletronica) em tipEspecificos de sarcomas
pleomodrficos, e 12,6% como tumores nao mesenquinfisl TOS 2006).

Subsequentemente, a incidéncia dos SP como entidadgostica diminuiu

drasticamente (FLETCHER et al. 2002).

Atualmente, os SP sdo vistos como um grupo heteemgé&le tumores
pobremente diferenciados sem uma linhagem espgcifige inclui variantes de
leiomiossarcomas, lipossarcomas e mais raramebtiomaossarcomas (THWAY
2009). O diagnéstico é realizado por exclusao (D@6 2006; FLETCHER 2006).
Até uma década atras, o SP do subtipo estorifotem¥wrfico representava 40%
dos SPM em adultos, contudo, apds a alteracéo itoalge este subtipo (atual SP
com alto grau de indiferenciacéo), representa ap&¥&@b6 das neoplasias em tecidos

moles (DEI TOS 2006. FLETCHER 2006; GUILLOU e AUfS 2010).

1.2.2 Leiomiossarcomas
Os leiomiossarcomas (LM) sdo neoplasias malignaerdgeneas com

diferenciagdo de musculo liso, compostas por celalangadas com abundante
citoplasma eosinéfilo e nucleo alongado (YANG et24109). Os LM pobremente
diferenciados apresentam grande atividade mitdtieerose e pleomorfismo nuclear
(REN et al. 2003). A grande maioria destes sarcoexgpsessa a proteina SMA
(actina de musculo liso), desmina e caldesmon esai@n de imunoistoquimica,
contudo, nenhum destes marcadores é absolutansg#eifico para a diferenciacéo
em musculo liso e diagnéstico de LM, podendo seressos por outros tumores de

partes moles (YANG et al. 2010; WEST 2010). Em sgsabremente diferenciados,
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estes marcadores sdo expressos em menor intensdage encontram ausentes
(LARRAMENDY et al. 2008).

Os LM acometem principalmente adultos de meia i¢@@e0 anos), adultos
jovens e até mesmo criancas, sendo mais comuns elmengs, mesmo em
localizagBes nado-uterinas (LARRAMENDY et al. 20063tas neoplasias podem se
desenvolver em qualquer parte do corpo, assim amorgaos viscerais (prostata,
bexiga e utero) (GUILLOU e AURIAS 2010). Excluinde-os LM uterinos, os LM
de partes moles sao raros (aproximadamente 5-18%SB&) e constituem uma
percentagem significativa dos sarcomas de retrtd@péni e pelvis (JEMAL et al.
2009; THWAY 2009). Em extremidades, os LM sdo meswsuns e respondem por
10-15% de todos os casos de sarcomas neste sit@maoo (YANG et al. 2009).

Os LM que se desenvolvem na derme sdo menos a@essiraramente
metastatizam, ja os LM profundos, principalmenteatte grau histologico, estao
associados a uma maior taxa de mortalidade, dea@aumento do risco de
recorréncia local e metastases, principalmente @digado e pulmdo (WANG et al.
2001; FARSHID et al. 2002; YANG et al. 2009; GUILUG: AURIAS 2010). Até o
presente, o grau histoldgico, o tamanho do tumarl@calizacdo anatdémica sdo os
Unicos fatores patoldgicos que sdo independentenmeditivos da evolugdo dos
pacientes (FARSHID et al. 2002; SVARVAR et al. 2P0J tratamento padrao para
os LM é a resseccdo da lesdo, ja o tratamento poniajerapia citotoxica
convencional se mostra ineficiente, com respost®@¥ dos pacientes e sobrevida
a longo prazo menor que 10% (TRENT et al. 2007).

Apés a ultima reclassificagdo da WHO (2002), quesi@terou os “FHM”

meramente como sinbnimo de sarcomas pleomorfiatiferenciados (SP), os LM
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passaram a representar a segunda neoplasia de patts mais comum em adultos

apos os lipossarcomas (DEI TOS 2006; SKUBITZ e DAMID, 2007).

1.2.3 Alteracbes Genéticas em Sarcomas Pleomdérfimkeiomiossarcomas

Dados citogenéticos em SP e LM mostraram cariotipon multiplas
anormalidades numericas e estruturais (cromossoerns anel, cromossomos
dicéntricos,double minute® regibes homogeneamente coradas). Ganhos, perdas
amplificacbes cromossdmicas sdo comuns a estasanis Apesar dos rearranjos
cariotipicos complexos, que podem envolver 30-35%&homa, nenhuma alteracao
especifica foi identificada para ser utilizada ntagdostico destes tumores
(MERTENS et al. 1998, LARRAMENDY et al. 2006; YANGt al. 2009;
MITELMAN et al. 2010).

Estudos de CGH (do ingléscomparative genomic hybridizatipn
cromossomico em SP revelaram ganhos em 1p31-p22-d2P, 5pl5, 7921-931,
12g12-q15, 17923, 19p e 20p, e regides comuns raperomossdmicas em 1932,
2032-935, 9p21-pter, 10q e principalmente 13921-¢BORUS et al. 1995;
LARRAMENDY et al. 1997; MAIRAL et al. 1999; PARENTEt al. 1999; SIMONS
et al. 2000; WENG et al. 2003; LARRAMENDY et al.8). Ganhos em 1p31
foram associados com a diminuicdo da sobrevidaaylelgpanhos em 7932 com o
aumento do risco de metastases e recorréncia (loB&RAMENDY et al. 1997).
Baseados em estudos anteriores, MAIRAL et al. (L19%@eriram o gen&B1l
(13914) como candidato a supressor tumoral nestaplasias. Por outro lado,
SIMONS et al. (2000) propuseram a perda do geb&N2A (9p21) como ponto

critico no desenvolvimento dos SP. WENG et al. 80@lacionaram o ganho em
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179 com o aumento da sobrevida livre de doencanme gsco diminuido de
metastases nestes tumores.

Em LM, estudos de CGH revelaram perdas nas re@peg2q, 10q, 11q e
13q, assim como ganhos nas regides 1p, 5q, 8q éPIWPKENHAM et al. 1997;
EL-RIFAI et al. 1998; LEVY et al. 2000; OTANO-JOGS al. 2000; WANG et al.
2001; DERRE et al. 2001). Perdas nas regides 2pe l®p, assim como ganhos em
1q, 5p e17p foram associados com o desenvolvinmeat® agressivo dos LM (HU et
al. 2001; HU et al. 2005). Por outro lado, perdageygido 13ql14-g21 e ganhos em
5pl14-pter foram relacionadas a sobrevida dimin(MANG R et al. 2003).

As similaridades genéticas e a tendéncia de sodicdm dos fenodtipos
imunoistoquimicos sugerem que os SP e LM comparilhvias oncogénicas
comuns, correspondendo a estagios distintos deedd®mcdo da mesma entidade
tumoral e que a maioria dos SP seriam LM pobremgifgeenciados (DERRE et all.
2001; CHIBON et al. 2003; LARRAMENDY et al. 2008 AGNEIRO et al. 2009;
PEROT et al. 2009; PEROT et al. 2010). Algumasraties genéticas sdo mais
frequentemente observadas em ambos o0s grupos, @aetecdo do geneB1 no
cromossomo 13 e a delecdo da regido 10q, enquaentpbficacdo de 17p € mais
especifica em LM (CHIBON et al. 2000; OTANO-JOOSakt 2000; HU et al.
2005).

DERRE et al. (2001) avaliaram 27 LM utilizando C@Hcompararam as
alteracdes genbmicas mais frequentes com os régsltdbtidos em estudo prévio de
SP. Os autores demonstraram que ambos os tipossa@dasias apresentavam
alteracbes cromossOmicas similares. Da mesma fotARRAMENDY et al.

(2008) analisaram 102 SP e 82 LM pela técnica dél @Gncontraram um perfil
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semelhante de alteracbes genéticas entre os dagi®sgtumorais. A analise de
clusterizacdo nao foi capaz de diferenciar estesgtapos de tumores.

Estudos pelas técnicas de CGH, imunoistoquimicalSH Hdo inglés,
fluorescence in situ hybridizatippambém revelaram perfis genémicos semelhantes
entre SP e lipossarcomas (LP), principalmente alifivagdo da regido 12q13-g15
(caracteristica de LP), reclassificando muitos sad® SP em LP (CHIBON et al.
2002; COINDRE et al. 2003; COINDRE et al. 2004) Ases de agrupamentos nao
separam os SP dos LP e sugerem que a maioria ddecdkzados no abdémen e
retroperitbnio, corresponderiam a LP indiference@@HIBON et al. 2003; IBDAIH

et al. 2005).

1.2.4 Estudos de Expressao Génica em Larga Escala

A Quadro 1 resume os principais estudos que utllimaanalises em larga
escala de expressdo de transcritos (cCdEAy ou oligoarray) em SP e LM.
Recentemente, o grupo francés publicou trés artggunssarcomas, utilizando a
mesma plataforma de expressdo génldaman GenomeJ133 Plus 2.0array
(Affymetrix). CHIBON et al. (2010) analisaram osrfie genémicos e de expressao
génica em 183 sarcomas de gendtipo complexo (combM e SP), onde ocorrem
multiplas alteracdes gendmicas, e identificaram assnatura de expressao génica,
composta por 67 genes (CINSARC), que € capaz deempre aparecimento de
metastases nestes sarcomas. Os autores validaramswsados em um grupo
independente de 127 sarcomas de gendtipo compREROT et al. (2010)
utilizaram as técnicas de aCGH, sequenciamentqressdo génica para avaliar o
estado doTP53 pl4 pl5 e pl6 em uma série de 34 LM e 109 SP. Os autores

relataram que delecbes e mutacbes eram mais freguem LM; 50% destes
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tumores apresentavam inativacdo bialélicaTd®Rb3 enquanto a maioria dos SP
retinha um alelo selvagem (87,2%). Adicionalmesmet®, tumores sem mutacdo no
TP53 foram detectadas delecdo de ou co-inibicdopd® e pl6 com o pla
GIBAULT et al. (2011) utilizaram uma analise intada de aCGH e dados de
expressao génica para estudar 160 sarcomas cortipgendmplexo. Analise nao
supervisionada dos dados de expressdo génica perdehtificar cinco subgrupos
tumorais, um deles composto por LM bem diferengaflgrupo A) e os outros
quatro formados por SP, LM pobremente diferenciadosoutros tumores
pleomdrficos (B-D). A delecdo do geRGENTfoi um evento recorrente nos grupos
A, C e D. Ja o genBKK1 apresentou expressdo aumentada nos grupos D e E, e
reducao significativa nos grupos A, B e C.

Dois estudos, SHMULEVICH et al. (2002) e FRANCIS at (2005),
avaliaram se a heterogeneidade intratumoral intarfe perfil de expressao génica
em LM e SP. Andlises de clusterizacdo hierdrquitdizando o coeficiente de
correlagdo de Pearson e a distancia Euclidiana, odenaram variagoes
intratumorais minimas se comparadas com as vasagdee tecidos. As amostras
provenientes de um mesmo paciente, LM ou SP, estgvasentes em um mesmo
grupo. Os autores concluiram que andlises confaeiexpressado génica podem ser
realizadas em amotras tumorais Unicas, porém,aadgemneidade intratumoral pode
interferir em resultados obtidos a partir de sépeguenas, limitando a validade dos
achados. Em séries amplas de tumores, os efeiamsorsados a heterogeneidade
tumoral e varibilidade experimental sdo minimizadmsmentando a probabilidade

da obtencdo de padrdes de expressao reprodutiveis.



16

MATUSHANSKY et al. (2007) compararam o padrdo deregsdo génica
de células tronco mesenquimais com perfis genétleasarcomas de outro estudo e
mostraram que a assinatura genética das célutatestava associada significativa
e exclusivamente com os SP. DAIGELER et al. (2@0@)isaram 10 amostras de SP
pela metodologia deligoarray e correlacionaram os resultados obtidos com dados
clinico-patolégicos. Os resultados ndo mostraranham tipo de correlacéo entre a
clusterizacdo dos tumores e qualquer achado clodaistopatolégico. No entanto,
foi observada uma variedade de genes com exprems@entada SJLC39A14,
SLC2A3, SH3, ENO2 MMP-16) e diminuida CD36, LPL, GATAB que foram
associados com pior prognéstico, desenvolvimentondtstases e recorréncia da

doenca.



Quadro 1 - Principais estudos de expressao génica em ¢agga que incluiram sarcomas pleomorficos (SBJomiossarcomas (LM).

Entidade Tumoral

Metodologia de

Plataforma - Nimero

Validacéo dos

Referéncia

Expressdo Génica/aCGH de sequéncias plotadas resultados

3LM cDNA-array 2K Shmulevich et al.

(2002)
14SR 13SS10 LM, 3 LPP, 3LPD e 4SW cDNA-array 23K RT-PCR semi- Nagayama et al. (2002

guantitativa e RT-
gPCR em tempo real

41 SPM, incluindo 8 SS monofasico, 1 LPD, 1 LPMPP,11 LM, 8 cDNA-array 22K e 42K Nielsen et al. (2002)
SP,2SWe 8GIST
9SP9LM e 9SS cDNA-array 5K Lee et al. (2003)
11 LM (5 do retroperiténio, 5 de tecidos moles de exidlades e 1 Oligoarray Affymetrix-22K RT-PCR Ren et al. (2003)
de pescoco).
11 SPR 8 FBS,6 LM, 4 LP de células redondas, 3 LPP, 5 LPD, 4 SCC, Oligoarray Affymetrix-12K In silico (HOOCV) Segal et al. (2003)
5SS eb5GIST
4 LMU, 4 LM, 19 LOU, 46 MN e 250 outras amostras oriundas&e 1 Oligoarray Affymetrix-60K Skubitz e Skubitz
tipos de tecidos diferentes. (2003)
37 LM (incluindo tumores primarios, recorréncia local tdenores cDNA-array 5K In silico (LOOCV) Lee et al. (2004)
primarios e sarcomas metastaticos).
4SS, 11LP, 8 SW9 LM, 12 FB, 3 GIST, 2 DFBP, 1 SE, 11 MEN, 3 Oligoarray Affymetrix-40K Skubitz e Skubitz
MES, 29 SP (2004)
16 classes de SPM, incluindo 19 SEW, 7 FBS , 5 GISTM, 33LP cDNA-array Agilent-12K IHQ Baird el al. (2005)
e38 SP
9 SP 6 LM, 4 SS, 7 FBM, 2 GIST, 4 LPM, 3 LPD, 3 LPP e 14 Oligoarray Affymetrix-22K Cultura de células, Detwiller et al. (2005)
Tecidos Normais IHQ e IFC
21 SPel7 LM cDNA-array 27K Francis et al. (2005)
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96 SPM, incluindo 4 SW, 3 LPBL8 SP,. 9 LM, 11 OS e 10 SS
monofasico

177 SPM de 13 clases, incluindd LM, 64 SR 32 SS, 8 TMBNP, 3
GIST,4LPMe 1SE

105 SPM, incluindo 16 SS, 19 LPM, 3 LPBD, 15 LPB,ABSM, 6
LM, 4 FBS €1 SP

37 GIST €31 LM

8 GIST,8 LM, 7SS, 8FB,5TFS, 5 DFBP e 10 TTCG
9LM,16 SR 12 LP, 4 SS e 12FA
10 SP

18 LM e31 SP

8 GIST,16 LM; 7 SS, 8 FB, 5 TFS, 5 DFBP e 10 TTCG

16 LM e16 SP

51 LM

71 SR 52 LM, 44 LPD e 16 outros SPM

31LM el09 SP

Oligoarray

cDNA-array

Oligoarray

Oligoarray

Oligoarray
Oligoarray
Oligoarray

cDNA-array/BAC-array

Oligoarray

Oligoarray/BAC-array

Oligoarray/Oligoarray

Oligoarray/BAC-array

Oligoarray/BAC-array

Affymetrix-22K

27K

Affymetrix-22K

Agilent-44K

HEEBO-44K
Affymetrix-40K
Affymetrix-22K

27K/42K

HEEBO-44K

Affymetrix-47K

Agilent-44K

Affymetrix-47K/4K

Affymetrix-47K/4K

In silico (LOOCV)

In silico (LOOCV)

RT-gPCR em tempo
real

RT-gPCR em tempo
real

IHQ

Dados de expresséo
génica de 7 LP

FISH e IHQ

RT-gPCR em tempo
real, FISH, Western
blot, sSiRNA e

shRNA

IHQ

Subgrupo de 127
SPM

RT-gPCR em tempo
real, FISH, Western
blot e IHQ

Henderson et al. (2005

Francis et al. (2007)

Nakayama et al. (2007

Price et al. (2007)

Lee et al. (2008)
Skubitz et al. (2008)
Daigeler et al. (2009)

Carneiro et al. (2009)

Espinosa et al. (2009)

Pérot et al. (2009)

Beck et al. (2010a)

Chibon et al. (2010)

Pérot et al. (2010)

18



32 GIST 25 LM Oligoarray/Oligoarray Agilent-60K/Agilent- Yang et al. (2010)
44K

42 GIST €30 LM Oligoarray/Oligoarray Agilent-44K Ylipaa et al. (2010)

51 LM, 70 SR 22 MF, 9 LPP e 8 RML Oligoarray/BAC-array Affymetrix-47K Gibault et al. (2011)

DFBP: Dermatofibrossarcoma protuberans; FA: fibrmea agressiva; FB: Fibromatose; FBS: fibrossarcdfSM; fibrossarcoma mixdide; GIST: tumores gastestinais;
HOOCV: hold-one-out cross validationlFC: Imunofluorescéncia; IHQ: imunoistoquimicaQU: leiomioma uterino; LM: leiomiossarcoma; LMU:ideniossarcoma uterino;
LOOCV: leave-one out cross-validatiprLP: lipossarcoma; LPBD: lipossarcoma bem diferatha; LPD: lipossarcoma desdiferenciado; LPM: Iggvsoma mixéide; LPP:
lipossarcoma pleomérfico; MEN: Meningioma; MES: M&sdioma; MF: Mixofibrossarcoma; MN: miométrio naain OS: Osteossarcoma; RML: rabdomiossarcoma pleauap
SCC: sarcoma de células claras; SE: Sarcoma ételiSEW: Sarcoma de Ewing; shRNgnall airping RNAsIiRNA: small interfering RNASPM: Sarcomas de partes moles; SP:
sarcoma pleomorfico; SS: sarcoma sinovial; SW: setomna; TFS: Tumor fibroso solitario; TMBNP: Tumomaalignos de bainha de nervo periféfico; TTCG: Tusdenosinoviais
de células gigantes.

Em negrito: SP e LM utilizados nos estudos de expresséo @énic
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Em LM, REN et al. (2003) avaliaram a expressaogéde 35 amostras de
tecidos de origem mesenquimal, incluindo 11 casod s de diferentes graus
histoldgicos e sitios anatdbmicos, e identificara2ngg@nes que distinguiam LM de
baixo grau dos LM de alto grau e LM metastaticd§UBITZ e SKUBITZ (2003)
utilizaram a plataforma da Affymetrix de 60K e ititoaram um grupo de genes
diferencialmente expressos em LM, leiomiomas e ew@dioo normal. Seis genes
(CDKN2A DIAPH3, DCX, CAPNG IL17B e PLP1) apresentaram expressao
aumentada em LM se comparados com o endométrioaha@m8 outros tecidos.
Mais recentemente, BECK et al. (2010a) combinaranresultados dos pefis de
expressao génica, aCGH, e imunoistoquimica pardifidar e caracterizar subtipos
moleculares de LM de partes moles em 51 casos.alisande expressdo génica
utilizando agrupamento ndo supervisionado mostésigrupos de LM. O subgrupo
mais evidente foi caracterizado por genes envodviglincipalmente com a funcao
muscular, além de genes codificadores de fosfoip@tee proteinas quinases
(incluindoCALD1, ACTG2 CFL2e MYLK). Analise de aCGH mostrou um aumento
significativo na variagdo do numero de coOpias de ADNeste subgrupo,
principalmente perdas em 16924 e 1p36. Adicionalejenensaios de
imunoistoquimica identificaram cinco marcadores ,qper sua vez, estavam
associados com uma melhora da sobrevida dos pegient

LEE et al. (2004) identificaram 355 genes diferalmente expressos entre
20 tumores primarios e 7 sarcomas metastaticos,parfil de expressao indicava o
desenvolvimento de metastases em LM primarios. dnaados genes associado ao
perfil metastatico codificava proteinas envolvidas ciclo celular (CDC27 e

CDK2AP1), transducéo de sinal (IFNAR2 e PAK2) e @pee (BCL2A1). Genes
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associados com macréfago€0163 e CD68), com a citocina CSF1 (induz a
proliferacdo e diferenciacdo de macréfagos e mewg)cie com as proteinas de
resposta a este fator (CD163, FCGR3a e CTSL-1)rfararrelacionados a um pior
prognéstico em LM ginecoldgicos e nao ginecologicOsEE et al. 2008;
ESPINOSA et al. 2009). NIELSEN et al. (2002) clasgram os LM em dois
grupos. O primeiro subgrupo foi composto de seisostras com expressao
diferenciada em 24 genes, relacionados principagkneom a estrutura muscular
(ACTG2 MYH11, MYLK e CNN), enquanto o segundo subgrupo (cinco casos) foi
agrupado com amostras de SP e LP e apresentava @@ravidos principalmente
na sintese de citocinagMiG, SCYAY, metabolismo I(OXL1, MME) e com
caracteristicas histiocitica€D11B CD68).

O estudo de NAGAYAMA et al. (2002) comparou os ete expressao
génica de 13 sarcomas sinoviais e 34 sarcomasldascélongadas. A analise de
agrupamento nao-supervisionado dos genes difeteranige expressos néo foi capaz
de separar os SP, LM e LP em classes distintasoltoy lado, LEE et al. (2003)
identificaram dois grupos diferentes de LM. O pimmesubgrupo foi agrupado com
os SP, enquanto o segundo apresentou padrdes dessip distintos. Também
identificaram um novo subgrupo de SP, caracterizam@®1 genes diferencialmente
expressos, relacionados principalmente com metaholiCTPS SYKe ACAT2 e
resposta ao estresse oxidatiASPEle HIF1A). SEGAL et al. (2003) analisaram 51
SPM dutilizando uma plataforma dégoarray (Affymetrix) e mostraram uma grande
heterogeneidade entre os tumores pleomorficos, esmm tempo que conseguiram
identificar um grupo de SP como uma entidade datiEm outro estudo, apos

analise de agrupamento hierarquico dos padréesxpgessdo génica, algumas
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amostras de SP foram agrupadas com LP e schwanentasgnto classes distintas
foram observadas contendo apenas amostras de Skut@es concluiram que o0s
perfis de expressdo génica podem ser Uteis nafidagdo deste conjunto raro de
tumores (SKUBITZ e SKUBITZ 2004).

BAIRD et al. (2005) encontraram 2766 sondas difeiedmente expressas
entre 16 classes de SPM analisados sendo idedtfcsubgrupos de LM, LP e SP.
HENDERSON et al. (2005) avaliaram o padrdo de egdé® génica em 96
neoplasias mesenquimais, representativas de 19ttipworais e mostraram a grande
variabilidade presente em osteossarcomas, SP eNAad. encontraram qualquer
marcador especifico que diferenciasse os LM dosNB¥KAYAMA et al. (2007)
utilizaram uma plataforma ddigoarray contendo 22283 sequéncias para avaliar o
perfil de expressdo génica em 105 amostras depb8 tle SPM. Os resultados
obtidos confirmaram a heterogeneidade do perfiledpressdo génica dos SP e
concluiram que a maioria destas neoplasias podemedassificados em subtipos
pleomdérficos de outros sarcomas. FRANCIS et al0720avaliaram o perfil de
expressao génica de 177 SPM pela técnica de cDKay & encontraram que 0S
sarcomas de natureza pleomorfica, principalmente BF, eram caracterizados por
perfis heterogéneos, embora sugerissem que os geae®nados com a hipdxia e
envolvidos no ciclo celular, proliferagdo, homeesta outras funcdes, parecem ter
um papel importante nos subtipos pleomorficos. DHIMZR et al. (2005)
demonstraram que o padrdo de expressao génica7dgeb@s, relacionados com
hipoxia, permitia distinguir SPM de tecidos normdieste estudo os SP e LM

ficaram agrupados dentro de um Unico cluster.



23

Andlise de clusterizacéo realizadas por SKUBITZlet(2008) em SPM,
utilizando trés conjuntos de geneg®MCA RCC e AF), sugeriu a existéncia de
subgrupos de SP com significado biologico. Adicioremte, alguns genes que sao
alvos terapéuticos foram encontrados diferentemeex@ressos nos SPM.
CARNEIRO et al. (2009) utilizaram plataformas de®@Arrays e cDNA-array para
identificar assinaturas moleculares especificasueanlores prognosticos em 31 SP e
18 LM. Os perfis de expressao génica, assim coweriacdo no numero de copias
de DNA se revelaram muito similares nos dois tiposiorais. A analise de
expressao génica mostrou nove genes diferenciadnegpressos, entre eleIBM2,
porém, eles ndo permitiram distincdes entre osimatumorais. Adicionalmente,
perdas na regidao 4q3BNIAD) e 18922, além da presenca de necrose tumoral,
foram identificados como preditores independentesdtastases.

PEROT et al. (2009) utilizaram a andlise integrdgadados gendmicos
(aCGH e FISH) e trancriptomicos para examinar 1®3F LM bem diferenciados.
As andlises moleculares mostraram que o gene dzardioa MYOCD)se encontra
altamente amplificado e expresso em LM retropeiaienA proteina MYOCD é um
cofator transcricional de SRF (fator de respost&ageque regula a diferenciacdo de
musculo liso e pode estar envolvido nas altas tdeasetastase em LM, uma vez
que esta fortemente associada com a habilidadeigtago das células (WANG Z
et al. 2003; PETIT et al. 2008; PEROT et al. 200®n estudo mais recente,
KONSTANTINOPOULOS et al. (2010) analisaram cinconjomtos de dados
independentes darrays de expressao (325 tumores) e por meio de ferraseleta
bioinformética desenvolveram um preditor (170 genesie foi utilizado para

reclassificar SP e sarcomas sem outra especifieidadnaioria destas neoplasias
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foram reclassificadas como LP (46%), fibrossarcoifz®®o) e LM (14%). Esta
classificacéo revelou linhas de diferenciacao tealichdo detectadas anteriormente
(adipdcitos, fibroblastos, musculo liso) e foi dalila em espécimens de parafina. Os
SP reclassificados compartilhavam padrdes simildeestivacdo de vias oncogénicas
com seus subtipos correspondentes.

Estudos de expresséo génica também podem ser ésta@srimportantes no
diagndstico diferencial de GIST e LM. Previamew® GIST foram agrupados com
SPM de gendtipo complexo, principalmente LM (PRI&Eal. 2007). Contudo, em
anos recentes, o GIST emergiu como uma classatdiste tumor de partes moles,
associado com mutaces Kbl e PDGFRA(HEINRICH et al. 2003; TRENT et al.
2007). PRICE et al. (2007) analisaram o perfil gpressao génica de 68 amostras
tumorais (37 GIST e 31 LM) e identificaram dois ge®BSCNe C9orf65 capazes
de diferenciar corretamente os GIST e LM, inclusimelhor que o diagndstico
baseado em KIT. Estudos mais recentes integraratosdde aCGH e expressao
génica e demonstraram diferencas substanciais est&e tipos tumorais. Em quatro
regides cromossOomicas (1p, 149, 159 e 22q), a &s§oegénica e as alteracdes
gendbmicas foram significativamente diferentes ear&sIST e LM. Recentemente,
analises de escala multidimensional mostraram querfl de expressdao génica
destas quatro regides distinguia os GIST dos LM omnta precisdo (YANG et al.
2010; YLIPAA et al. 2010).

Novas informac¢des moleculares podem levar a refitaggio de muitos
tipos tumorais. Neoplasias previamente classifisadeno SP mostraram ter padrdes
de expressao génica similares a outros tumoras;ipaimente leiomiossarcomas e

lipossarcomas (COINDRE et al. 2004; CARNEIRO et2409; GIBAULT et al.
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2011). Analises de expressao génica em larga esdalarucias para determinar
estes padrbes moleculares. Estudos em amostraadasieantes de qualquer tipo de
tratamento (radioterapico ou quimioterapico) foeréo informacdes que permitam
correlacionar resultados com padrées molecular&NMEY et al. 2009; WEST
2010). A analise genética provou ser uma ferramealiasa no diagnostico e na
gestéo clinica dos SPM. No futuro, as decisdegabrserdo cada vez mais baseadas
em uma combinacdo de critérios histologicos e remtificacdo molecular de
anormalidades genéticas (JAIN et al. 2010). Namaltidécada, muitos tipos de
sarcomas foram estudados por técnicas baseadami@oarrays Contudo, estes
resultados ainda estdo sendo“traduzidos” paranggrum melhor entendimento da
sarcomatogénese e assim facilitar a identificagdomércadores progndsticos e
diagndsticos, além de esquemas terapéuticos metivosf (ANTONESCU 2008;

BECK et al. 2010b).
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2 JUSTIFICATIVA

Os sarcomas pleomorficos sdo neoplasias agresgivasapresentam um
comportamento clinico variavel. Atualmente sdo dar&zados por um padréo
morfolégico comum a outros tipos de sarcomas, sendbagnostico diferencial
realizado por exclusdo. A heterogeneidade destesras dificulta seu diagndstico.
Além disso, os dados citogenéticos e moleculam@s s mostrado inconsistentes,
limitando sua utilizacdo na identificacdo de maotad genéticos. O diagnostico
preciso dos SP tem valor progndstico e terapéypiois, os tumores divergem tanto
no seu comportamento clinico como na respostaapiterNo presente estudo foi
avaliado o perfil de expressdo génica em um gruposdrcomas (sarcomas
pleomdrficos e leiomiossarcomas) que apresenta cteaisticas histologicas
semelhantes, inclusive por marcadores imunoistogosn pela metodologia de
oligorrays com o intuito de caracterizar de forma mais ata@stes tumores, tanto
do ponto de vista molecular quanto bioldgico. Estagrdagens poderdo contribuir
para um diagnostico mais efetivo e, consequientemerara o delineamento de
tratamentos mais especificos para cada pacientegrdaando suas chances de

sobrevida.
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OBJETIVOS

Comparar o padrdo de expressao génica entre sacplaamorficos e
leiomiossarcomas para avaliar se h& diferencas elds;

Utilizar os dados de expressao para investigar soce&gao entre 0s
transcritos alterados em redes e vias genétigaslexulares;

Selecionar e investigar o padrdo de expressacadsctitos especificos para
confirmar os achados da andlise de expresséo gfinlua;

Comparar e correlacionar os resultados da pesgoisaos dados clinico-

patolégicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A casuistica inicialmente coletada foi de 111 cagmsém, apOs revisao
histol6gica e dos prontuarios verificou-se que 6Yostras eram provenientes de
pacientes que receberam tratamento prévio ou em&uéi possivel a obtencéo de
RNA de gqualidade ou quantidade suficiente paratodes A casuistica final foi
composta de 44 amostras de tecido congelado, pertess a 43 pacientes, e
composta de 22 sarcomas pleomorficos e 22 leioanossas. Quatro amostras de
tecidos adjacentes normais também foram incluitlates tecidos foram obtidos
durante o procedimento cirargico de trés casosRIESE2T, SP3T e SP6T) e um de
LM (LMA4T) , os quais fazem parte deste estudo. Bods espécimens utilizados
neste estudo fazem parte do Banco de Tumores dateloBAC Camargo (39), SP e
do Hospital de Cancer de Barretos (5), SP e for@etadas entre 2000 e 2010. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesglesambos os Hospitais (CEP
HCACC 1240/09. As amostras tumorais foram provenientes de biép$acasos),
ressec¢do do tumor primario (26 casos) e cirurgigedidiva (12 casos), cuja lesdo
priméria foi operada em outro servico. O Quadror®ariza as informagdes clinico-
patologicas de cada paciente. Estes pacientes e&ebaram tratamento
quimioterapico ou radioterapico prévios a obterd@@amostra. Dois pacientes foram
caracterizados como portadores da Sindrome deaunfeni (LM2T e LM22T). A

idade média dos pacientes foi de 59,1 anos (varided4 a 90 anos); sendo 25 do
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sexo masculino e 19 feminino. A maioria dos tumdoesaliza-se no retroperiténio
(19 casos) e nas extremidades inferiores (16 caSosyelacdo ao grau histolégico,
40 casos foram classificados como sendo de alio (@2 e G3) e quatro casos de
LM, foram classificados como de baixo grau (Gl)ted& porcento dos tumores
foram profundos e maiores que 5 cm (T2b). O tempdionde seguimento clinico

foi de 29,5 meses (variando de 1 a 180 meses) (Q2ad



Quadro 2 - Dados clinicos e patolégicos dos pacientes conosas pleomorficos (SP) e leiomiossarcomas (LM).

Casc Idade Sexo Origem do material Topologia Grau Segundo Tu  Recidiva e |. Perineural I. Angiolinfatica  Follow Up
coletado Histologico Primario Metastase
SP1T 51 F Recidiva (4 meses  Extremidade T1aNOMO 1l VSD (10
apoés o Tu primario) Inferior
SP2T 52 F Recidiva ( 10 meses Retroperitdnio T2bNOMO [ Local OPD (24)
apos o Tu primario)
SP3T 49 M Recidiva (2 meses Retroperiténio T2bNOMO Il Local, Sim OPD (20)
apoés o Tu primario) Linfonodo
SPAT 90 M Tumor Primario Extremidade T2aNOMO Il Linfonodo OPD (10)
Inferior
SP5T 50 M  Recidiva (1 més apés Retroperitdnio T2bNOMO [} Local OPD (7)
0 Tu primario)
SP6T 56 M Biopsia Extremidade T2bNOMO Il VSD (42)
Inferior
SP7T 58 F Recidiva (6 meses Cabeca e T2aNOMO [ Sim PS (29)
apos o Tu primario) Pescoco
SP8T 63 M Tumor primario Cabeca e T1aNOMO [ OPD (15)
Pescoco
SPIT 72 M Bidpsia Extremidade T2bNOMO 1] VSD (12)
Inferior
SP11T 70 F Tumor Primario Retroperitdnio T2bNOMO [ OPD (2)
SP12T 57 M Tumor Primario Retroperitdnio T2bNOMO [ Regido OPD (5)
paravertebr
al,
Pulmé&o?
SP13T 63 M Recidiva (16 meses Extremidade T2bNOMO Il Local, OPD (18)

30

5)



SP14T

SP15T

SP16T

SP17T

SP18T

SP19T

SP-01

SP-03

SP-04

SP-05

LM2T®

LM3T

LMAT

32

80

60

56

63

77

41

82

78

60

50

60

89

F

M

apos o Tu primario) Inferior
Tumor Primario Tronco

Recidiva (9 meses Retroperitdnio
apos o Tu primario)

Biopsia Tronco

Extremidade
Inferior

Biopsia

Extremidade
Inferior

Tumor Primario

Extremidade
Superior

Tumor Primario

Tumor Priméario Retroperitdnio

Extremidade
Inferior

Tumor Primario

Extremidade
Superior

Tumor Primario
Recidiva (38 meses  Extremidade
apoés o Tu primario) Inferior

Recidiva (144 meses Retroperitbnio
apos o Tu primario)

Extremidade
Superior

Recidiva (22 meses
apoés o Tu primario)

Recidiva (6 meses Retroperitdnio
apos o Tu primario)

T1aNOMO

T2bNOMO

T2aNOMO

T2bNOMO

T2bNOM1

T2bNOMO

T2bNOMO

T2bNOMO

T2bNOMO

T2aNOMO

T1bNOMO

T1aNOMO

T2bNOMO

Pulméao
ulr@ao?
Ca prostata,
Adenoma adrenal
SP de couro Pulméo,
cabeludo? Adrenal

Adenoma tubular  Local,

de rim Pulmao
Pulmao,
Ossos
CEC Couro
Cabeludo,
Sarcoma de
hipocdndrio,

Lipoma de dorso

Pulméao

Sim

VSD (30

PS (1)

VSD (1)

VCD (4)

OPD (15)

VSD (32)

VSD (6)

OPD (3)

VCD (11)

VCD (5)

VSD (180)

VSD (28)

OPD (12)
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LM5T?
LM6T'

LM7T!

LM8T

LMOT

LM10T

LM11T

LM13T

LM14T

LM15T

LM16T'

LM17T

LM18T

LM19T

77

54

37

61

62

65

55

45

55

49

50

48

61

Tumor Primario
Tumor Primario

Biopsia

Tumor Primario

Tumor Primario

Tumor Primario

Tumor Primario

Tumor Primario

Tumor Primario

Tumor Primario

Recidiva (85 meses
apos o Tu primario)

Tumor Primario

Tumor Primario

Tumor Primario

Tronco
Retroperitdnio

Extremidade
Inferior

Retroperitdnio

Extremidade
Inferior

Extremidade
Inferior

Retroperitdnio

Retroperitdnio

Extremidade
Inferior

Extremidade
Inferior

Retroperitdnio

Retroperitdnio

Retroperitdnio

Extremidade
Inferior

T2bNOMO

T2bNOM1

T1aNOMO

T2bNOMO

T2bNOMO

T1aNOMO

T2bNOMO

T2bNOMO

T1bNOMO

T2bNOMO

T2bNOMO

T2bNOMO

T2bNOMO

T2bNOMO

Adenocarcinoma
de Prostata

Miomas uterinos

Figado

Figado?

0Osso0s,

Pulméo,

Figado,
Coxa

Pulmao?

No6dulos
peritoniais

OPD (51)
OPD (14)

VSD (27)

OPD (20)

VSD (99)

PS (74)

OPD (43)

VSD (121)

PS (1)

PS (22)

VSD (93)

PS (4)

VSD (16)

VSD (7)
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LM20T

LM21T

LM22T"

LM23T

LM-02

81

52

74

45

58

F Biopsia Extremidade
inferior

F Tumor Primario Retroperitdnio

F Tumor Primario Retroperitdnio

F Tumor Primario Retroperitdnio

F Tumor Primario Extremidade

Superior

T2bNOM1 I

T2bNOMO |

T2bNOMO Il

T2bNOMO Il

T2aNOMO Il

Tu benigno de
Utero

Ca Utero

Leiomiomas
uterinos

Carcinoma ductal

de mama

Pulméo,
Cavidade
abdominal

Ossos?

OPD (10)

VSD (9)

PS (2)

VCD (3)

VCD (48)

Tecidos Adjacentes Normais

Avaliacao histopatolégica

SP2N

SP3N

SP6N

LM4N

Origem do material coletado
Tecido adjacente normal do caso SP2T

Tecido adjacente normal do caso SP3T
Tecido adjacente normal do caso SP6T

Tecido adjacente normal do caso LM4T

Retroperitdnio

Retroperitdnio

Extremidadedn

Tronco

Tecido fibroso misturado com gordura

Tecido muscular esquelético ndo neoplasico

Tecido mesenquimal composto principalmeregadrdura

Teamscular esquelético misturado com tecido fibroso

Legendas -VCD: Vivo com Doenca, VSD: Vivo sem Doencga, OPDit®lpela Doenca, PS: Perda de Seguimento.

Em negrito: Tumores pertencentes ao mesmo paciente. Ha dilséda caso SP8T € um segundo tumor primario oweémetastase do caso SP18T.

& Paciente com historia de LM de reto, operado etro@ervico. Ha dividas se o caso LM5T é um tummério de retroperitonio ou é uma recidiva de Lareito.
b pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni.

¢ Casos de SP com areas mixoides focais.

dcaso de SP com morfologia que sugere lipossarcoma.
®Casos de SP com diagnéstico mais complicado.

" casos de LM com diagndstico mais complicado.
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4.2 CASUISTICA

Foram selecionados para a andlise de expressaccagéyiobal 22
leiomiossarcomas e 22 sacomas pleomorficos. Tosloasns foram reavaliados pela
patologista Dra. Isabela Werneck da Cunha WernBelpartamento de Patologia,
Hospital AC Camargo, SP. O critério diagndsticolfaseado nas recomendagfes da
Organizacdo Mundial da Saude e levou em considermgdorfologia e os resultados
da andlise da expressédo de proteinas por imunoistag (FLETCHER et al. 2002).
O grau histologico foi definido segundo as reconagdes ddaederation Nationale
des Centres de Lutte Contre le Can@ENCLCC), que utiliza trés variaveis: indice
mitotico, necrose tumoral e diferenciacéo celuBJILLOU et al. 1997). Exemplos
representativos dos aspectos morfoldgicos de algasis que compdem este estudo
estdo apresentados na Figura 1.

Todos os casos de sarcomas de alto grau histolagioe morfologia
fusocelular e pleomorfica, negativos para os imuwsrgadores musculares (como
AML, HHF35 e desmina), vasculares (CD34, CD31), tedgis (EMA e
citoceratinas) e de diferenciacdo neural (prot&h@0) foram classificados como
Sarcomas Pleomorficos (SP2T, SPAT, SP9T, SP15015BP-03, SP-04 e SP-05).
Os sarcomas com morfologia totalmente pleomorfiexgressdo apenas focal de
marcadores musculares também foram considerado$SBPT, SP11T, SP14T,
SP17T, SP18T, SP19T). Nos casos SP3T, SP5T e S&&Tfonam realizados
exames de imunoistoquimica, porém, a morfologia pteramente pleomorfica

permitiu sua classificacdo como SP.
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Os casos de leiomiossarcomas apresentaram mogolagando da classica
forma de feixes entrecortados até uma morfologis pl@omorfica, mas mantendo
expressdo pelo menos moderada de marcadores nresc@sML, HHF35 ou
desmina). Casos com morfologia pleomorfica, mas émmas de feixes associados a
expressdo focal de marcadores musculares (AML, BH&3 desmina) foram
considerados como LM (LM6T, LM7T, LM16T e LMZ20T).|guns sarcomas
pleomorficos (trés casos), apresentaram areas aexoi focais, podendo
eventualmente corresponder a mixofibrossarcomaaltdegrau histologico (SP1T,
SP13T e SP16T).

Dois casos de SP, localizados no retroperitbnidepotambém corresponder
a lipossarcomas desdiferenciados (SP11T e SP12iijn ecaso, localizado na
extremidade inferior, pode ser classificado comolipwssarcoma mixoide (SP6T),
entretanto, como ndo foram observados componentedipdssarcomas bem
diferenciados justapostos nestes casos, apds megaashlise histopatologica, eles
foram classificados como SP.

Para a analise de transcritos especificos, fometisnadas 30 amostras
dependendo da disponibilidade da amostra e ressltdd analise de expressao
génica global, incluindo 14 SP (SP1T, SP2T, SPH4TS SP5T, SP6T, SP8T,
SP12T, SP14T, SP15T, SP19T, SP-01, SP-03 e SPRAM (LM2T, LMAT,
LM5T, LM6T, LM8T, LM11T, LM13T, LM15T, LM17T, LM22T, LM23T e LM-

02) e 4 tecidos adjacentes normais (SP2N, SP3N\ 8R6/14N).
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Figura 1 - Aspecto morfolégico de quatro casos de sarcomasmddicos e
leiomiossarcomas. Coloracao HE, objetiva de @)xLeiomiossarcoma. Observa-se
grande numero de feixes de fibras musculares leaslencois, caracterizando um
leiomiossarcoma bem diferenciad®) Sarcoma pleomdérfico com &reas mixaoides,
com células de aspecto gorduros(L) Leiomiossarcoma com areas pleomorficas.
Presenca de células musculares lisas, de moderadalg diferenciacdo, em arranjo
de ninho. H&a anisocariose, megacariose com hipaesia. (D) Sarcoma
pleomorfico, composto por células com anisocitoseisocariose, megacariose,
algumas com nucleo de cromatina condensada. Olastop € amplo e as vezes
vacuolado.

4.3 EXTRACAO DE RNA

A extracdo do RNA foi realizada no Laboratério derBoléculas, Hospital
AC Camargo, SP sob a responsabilidade da Dra Qiarearo. Foram utilizados os
protocolos estabelecidos pelbrizol®reagent (Invitrogen) e Rneasy Mini Kit
(Qiagen). A qualidade e a pureza do RNA foram adals utilizando-se o
espectrofotometro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotemet3.0.1, Labtrade) e o

Bioanalyzer (RNA 6000 NanoLabChip kit 2100 AgilenTechnologies),
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respectivamente. A concentracao ideal obtida paemalizacdo dos experimentos é

de 0,8ug/uL.

4.4 EXPRESSAO GENICA GLOBAL (OLIGOARRAYS)

O perfil de expressao génica foi avaliado utilizzisd a plataform&Vhole
Human Genomelx44K (Agilent). Os procedimentos de marcacdo das amostras,
hibridacdo e deteccdo seguiram o protocdlwo-color microarray-based gene
expression analysi§Agilent Technologigsque utiliza oQuick Amp Labeling Kit
(Agilent Technologigsrecomendado pelo fornecedor. Para a pré-sintessDNA
foram obtidos 0,89 de RNA total das amostras teste (sarcomas e gaijacentes
normais) e RNA de Referéncia Universal, que foraancadas com cianina 3 (Cy-3)
e cianina 5 (Cy-5), respectivamente. O RNA de ésfeia universal utilizado contém
uma mistura de quantidades iguais de RNA totaldobtie 15 linhagens celulares
diferentes (Quadro 3), ja utilizado em outros essulGOMES et al., 2005; STOLF
et al.,, 2006; BOCCARDO et al., 2010). A quantidadiativa de cada mRNA na
amostra foi calculada como a razdo entre a intadsidna amostra sobre a
intensidade na referéncia; e as amostras foram a@u@s entre si pela razdo das

razdes (POLLACK, 2002).
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Quadro 3 - Linhagens celulares utilizadas na composicdo dé RN referéncia
universal.

Linhagens celulares Origem

Daudi Linfoma de Burkitt
DLD-1 Adenocarcinoma de Colon
DU 145 Carcinoma de Prostata
FaDu Carcinoma Epidermdide de Faringe
GM 637 Fibroblasto
H 146 Carcinoma de Pulmao
H 1080 Fibrossarcoma
HB4a Célula Luminal de Mama
HEK 293 Rim embrionario Humano
Jurkat Leucemia Aguda de Células T
Saos-2 Osteossarcoma
SK-BR-3 Adenocarcinoma de Mama
SK-MEL-28 Melanoma
T24 Carcinoma de Bexiga
T98G Glioblastoma

Foram adicionados 2 uL de RNgpike Aas amostras teste e 2 uL de RNA
spike Bas amostras referéncia, além de 1,2 uL derbmoter Primer o qual se liga
a cauda poli-A do mRNA. Essa reacao foi incubadatemmociclador PTC-100
(Peltier - Effect Cycling - MJ Research, Inc., US#9r 10 min a 65 °C e colocada
em gelo por 5 min. A sintese de cDNA consistiu dgdo de 4 puL de 5Xirst
Strand Buffer(250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM Mg§) 2 uL de
DTT (0.1M), 1 pL de dANTP mix (10mM), 0,5 pL da ema RNaseOut que
promove a inativacdo das RNases e 1 pL da enzim&\WMRIT, responsavel pelo
inicio da transcricdo reversa. As reac0es forambadas em um termociclador por 2
horas a 40°C, para realizar a transcricado reverag&5°C por 15 min, para inativar a
acdo da enzima, e foram transferidas para o gedoarAostras de cDNA foram

transcritas para cCRNA em um volume final de 80 pt.neacdo contendo 15,3 pL de



38

agua estéril, 20 pL de 4Xranscription Buffer6,4 uL de 50% PEG, 6 uL de DDT
(0.1M), 8 pL de NTP mix, 0,5 pL dé&kNaseOUT,0,6 pL de Inorganic
Pyrophosphatase2,4 uL de Cy-3 ou Cy-5 e 0,8 uL da enzima T7 RRAmerase,
que incorpora as cianinas a fita de cRNA. As rema¢c@ermaneceram em
termociclador a 40°C por 2 horas. A purificacdo stasdas foi realizada utilizando o
RNeasy Mini Kit(Quiagen). ApOs as etapas de purificacdo na cplaneRNA
purificado foi coletado em 30 pL de agua estérd. gocedimentos de hibridacéo e
lavagem seguiram as recomendacdes do fabricardaptira das imagens foi obtida
apos o uso d®NA microarray Scanner with Surescan High Resolufiechnology
(Agilent Technologigse o Scan ControlSoftware8.1. A extracdo dos dados foi
possivel usando &oftware Feature Extraction10.1.1.1 Agilent Technologigs
Este programa além de extrair os valores de irdadsia partir das imagens geradas,
também possibilita a aplicacado de testes de quiidas hibridacbes utilizando os
RNAs spike adicionados durante a marcacdo. Este procedintantbém faz as
correcbes necessérias dos valores de intensidanenpentes de cada corante
(usando o algoritmo Lowess), para eliminar as €ifeas de eficiéncia da emissao
dos corantes fluorescentes Cy3 e Cy5; assim cosubtaacido ddackground local

(valor de intensidade ao redor de caga)).

45 RT-PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

4.5.1 Obtencdo de cDNA
Previamente a reacdo de transcricdo reversa paengdlo do DNA

complementar (cDNA), 2ug de cada amostra foi diduocdm HO DEPC a uma
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concentracdo final de 0,125 ug/pL e a seguir teestasbmDNAsel Amplification
Grade (Invitrogen - 1 U/uL). A Sintese de cDNA foi re@da em um volume final
de 32 pL contendo Skirst Strand Buffe(250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 375 mM KClI;
15 mM MgCh), 10 mM de cada dNTP, 0,5 ug/uL de Oligo(@TD,1M ditiotreitol
(DTT), 100 ng/pL deandomprimer e 200U da transcriptase reveBaperScript”

[l (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA.transcricdo reversa foi
realizada a 42°C por 60 min e a reacao foi subsegmente inativada por 15 min a

70°C. O cDNA foi estocado a -20°C.

4.5.2 RT-gPCR em tempo real

O desenho dos iniciadores para os genes alvo egend® foi realizado
utilizando oSoftware Primer Expres®.0 (Applied ByosystemisPrimeiramente foi
realizada uma andlise silico baseada em pesquisa de bancos de dados publicos,

como oNational Center for Biotechnology Informatidnttp://ncbi.nim.nih.goy e o

Ensemhl para verificar se estes genes se expressavamreomas e para avaliar a
presenca de possiveis isoformas. As sequéfarasrd e reversedos iniciadores

foram avaliadas pela ferramenta BLASHtt0://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST)),

garantindo a especificidade dos iniciadores pada cgne a ser analisado pela RT-
gPCR. Baseados em estudos prévios do grupo densmscdo Hospital AC

Camargo, trés genes endogenos foram testados parealizacédo da expressao dos
genes alvo, os quais foram selecionados segundeesadtados da analise de
expressao génica globalstersupervisionado e analise de redes génicas). Bara e

fim se utilizou o software geNorm {ttp://medgen.ugent.be/~jvdesomp/gengrm/
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desenvolvido por VANDESOMPELE et al. (2002). As @s&acias dos iniciadores

dos genes alvo e de referéncia estdo apresentadasaalro 4.

Quadro 4 - Sequéncias de bases dos iniciadores utilizadosexpsrimentos de
expressao dos transcritos abBFE, SRG BAD e TOP2Apor RT-gPCR.

Gene Iniciador Forward Iniciador Reverse
GAPDHE  5-CGTCTTCACCACCATGGAGA-3’ 5'-CGGCCATCACGCCACAGTT®
HMBS 5-GGCAATGCGGCTGCAA-3 5-GGGTACCCACGCGAATCAC-3’
HPRTE 5-TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG-3 5-GGCCTCCCATCTCCTT@TC-3’
SRF* 5'-CGCTACACGACCTTCAGCAAG-3’ 5-CATAGGCCTTCTTGATGCC¥
SRC* 5'-CAAGGTGCCAAATTCAAAAT-3’ 5-GTCAGCAGGATCCCGAAGG-3
BAD" 5'-CTTTAAGAAGGGACTTCCTCGCC-3 5-AAGACTCGCGTCCAGCTG-3’

TOP2A" 5-AGAAGACAGCAGCAAAAAGTCAGTC-3' 5-ACCAGAATTCAAAGCT GGATCC-3

A Genes alvo
EGenes enddgenos

As reacbes de amplificacdo foram realizadas nandeiclador 750(Real
Time PCR SystenApplied Byosistems Foram utilizadas placas de 96 pocgos,
contendo duplicatas de cada amostra e controlgimegaum volume final de 12,5
ML para cada reacdo sendo 5 pL do reagente SYBBnQviaster Mix QApplied
Biosystemys 0,2 uL de cada iniciador 10 uM (iniciadofesward e reversg e 4 pL
de cDNA diluido (concentracdo de 0,005 pg/pL). Amdicdes de reacdo de
amplificacéo para todos os iniciadores foram: 988€10 min, seguido de 40 ciclos
a 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min. Ao final deacaacao, a curva de dissociagéo
para cada gene testado foi realizada de modo avalbse especificidade da reacgéo
por meio da identificacdo de um Unico pico refezemt um Unico produto

amplificado. A quantificacdo relativa (QR) da exs& génica € usada para

descrever mudancas na expressao de um gene dsget@&@m um grupo de amostras
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em relacdo a uma amostra referéncia. Foi utilizasiopool de 10 amostras de
sarcomas como referéncia. Para a quantificacatveeldos transcritos de interesse
foi utilizado o modelo proposto por PFAFFL (200tpnforme férmula abaixo

descrita.

(E+1)a|VOACt alvo
(E+1)normal izadorACt normalizador

QR

Onde:

E = Eficiéncia da reacédo de amplificacdo

Alvo = transcrito alvo avaliado

Normalizador = transcrito utilizado como normalizador

ACt = Diferenca entre o Ct (Ciclo onde a fluorescéngirapassou o limiar
estabelecido, do inglé8ycle thresholyl obtido para a amostra referéncia e o CT

obtido para a amostra em analise

A eficiéncia de amplificac&o para os iniciadorgbzados foi igual a 100%
(exatamente uma duplicacdo ao final de cada ci&id,). Ao utilizar mais de um
gene enddgeno na normalizacdo das reacfes, udeza média geométrica dos
valores de expresséo relativa (FN: fator de nomaefio gerado pelo programa

geNorm) dos genes enddgenos mais apropriados.

2ACt alvo

R =
Q FN
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4.6 ANALISES ESTATISTICAS

4.6.1 Dados de expressao génica global

A andlise da qualidade das hibridagfes foi reddizatilizando os relatérios
QC Reports gerados pelo Software Feature Extraction v10.1.1.1 Agilent
Technologies Foi analisado um conjunto de 43.376 sondas deAcpresentes nas
matrizes 44K. Destas, foram utilizadas apenas B8s2hdas que tiveram medidas
validas (ou seja, foram detectados acima do funglométriz média, conforme
determinado por um conjunto de controles negatiepsesentados nas matrizes
Agilent).

O softwareR 2.9.2 (R Development Core Team 2009) foi utdzgpara
calculo da média entre as sondas que cobrem um angeme e remoc¢do dos
controles e genes que apresentaram um numero d@gndtespplied na auséncia de
sinal) igual a O (zero) para o grupo normal e memorigual a 10 para o grupo
tumoral permitindo assim a formacdo de uma Unicaiznde dados em log na base
2. Apbs a remocao deutliers pouco reprodutiveis entre as réplicas, utilizowse
ferramentaSignificance Analysis for MicroarraySAM). Esta analise permite a
identificacdo de genes diferencialmente expresspssignificancia estatistica entre
conjuntos de experimentos decroarrays por permutagdes repetidas dos casos de
expressao de cada transcrito, entre as amostrdsisleou mais grupos que estao
sendo comparados. Para cada gene, o valor real@dagao medida entre 0s grupos
(valor observado) é comparada a um valor de cg@elabtido pela permutacdo dos

dados (valor esperado ao acaso) para checar oesd#dfstico associado ao conjunto
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de transcritos encontrados como diferencialmenfgesso entre duas condicdes
analisadas.

Se o valor de correlacéo observado excedia o esiperado, a diferenca de
expressao era considerada significativa. Parafassailizado um P-valor de 0,05. O
programa também permite o célculo da taxa de fd¢smobertaRalse Discovery
Rate -FDR), que expressa a porcentagem de falsos-pasitieatro do grupo de
transcritos considerado diferencialmente expreBswa a selecdo de conjunto de
transcritos foi considerada uma taxa de falso posfiroximo a zero entre os dados
presentes nos grupos tumorais.

Apés a identificacdo de um conjunto de transcritiferencialmente
expressos, foram feitas analises de agrupamentesardpiicos HKlierarchical
clustering Analysisiitilizando o programa TMEV e como medida de sindke foi
utilizada a distancia Euclidiana e 1000 permutacéesam construidos mapas de
expressaoHeat Maps)dos transcritos expressos diferencialmente utitinase o
mesmo programa. Outro método utilizado para a gBtede significaAncia estatistica
das diferencas de expresséo (valores de P) failadlz porbootstrap resamplingou
seja, analise dos valores dos genes significadeessos apos 1000 permutacdes
aleatorias das amostras (REIS et al. 2004).

Todos os genes com alteracdo de expressao géwecanti ofold change
calculado e foram classificados em grupos utilipaasl anotagbes das vias Kigoto
Encyclopedia of Genes and GenorK&S5G e a base de dad&ene Onthology
(GO). Genes confold change> 0,7 foram submetidos a analise de redes, vias

génicas, doencas relacionadas e fungao celular @ecoiar com a utilizacdo do
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software Ingenuity Pathway Analy$IBA) (Ingenuity Systems). Gscorespara cada

item foram calculados pelo teste exatd-g&here sao iguais alog(valor de P).

4.6.2 Dados de RT-gPCR em tempo real

As andlises estatisticas foram realizadas utiliaamd programa SPSS
(Statistics Packet for Social Sciengegersédo 17.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Na
analise do nivel dos transcritos, os valores deesspo relativa foram convertidos
em logaritmo natural (In), no intuito de diminuiirapacto de valores extremos. Pelo
fato dos grupos ndo apresentarem distribuicdo rprimiautilizado o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney para determinar a Ba@mcia estatistica da
diferenca do nivel de expressdo entre as amosgaSRle LM. O teste nao-
paramétrico de Wilcoxon foi utilizado na comparagidre os quatro sarcomas e
seus respectivos tecidos normais adjacentes, davig®queno nimero de amostras

(n=8).
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5 RESULTADOS

No presente estudo foram analisados 44 sarcomasgrpentes de 43
pacientes incluindo 22 sarcomas pleomorficos (dpesvenientes do mesmo
paciente, SP8T e SP18T) e 22 leiomiossarcomas.ddrQ apresenta os resultados
da andlise de expressdo protéica por imunoistoqainpara os marcadores
relacionados com a funcdo muscular nos casos dermire estudo. Estdo incluidos
também quatro amostras de tecidos normais adjacéRN ou LMN) provenientes
de pacientes desta casuistica (3 SP e 1 LM). Asendé expressao de transcritos foi
realizada com sucesso em todos os casos utilizandiataforma de oligoarrays
4x44K (Agilent). O teste estatisticBAM de uma e duas classes, com valor de
FDR=0, foi utilizado para analisar e identificar genes diferencialmente expressos
nos dois grupos de tumores.

O primeiroclusterfoi gerado a partir de teste ndo supervisionadie @s 44
casos (Figura 2). Por esta analise foram observaiiso agrupamentos e um unico
caso que se agrupou separadamente. Todos 0s agnipanapresentaram tanto
amostras de SP como de LM, ndo sendo possiveleaeddiacdo por entidade
diagnéstica. O primeiro grupo foi composto por namostras: seis sarcomas
pleomorficos e trés leiomiossarcomas. Entre osl@giémiossarcomas, dois (LM13T
e LM15T) sédo de baixo grau histologico de maligdel§Gl). Entre as amostras de
SP, apenas dois casos foram considerados SP tfpiepéo a morfologia e padrao
de expressdo de proteinas por imunoistoquimicaD(S®-SP-02) (Quadro 3). Dois

casos classificados como SP (SP11T e SP12T) apaem@morfologia sugestiva de
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Quadro 5 - Resultados da andlise da expressao proteica pooistaquimica para
os marcadores relacionados com a fun¢gdo muscidamastras do presente estudo.

Casos Imunoistoquimica

SP1T Nao testado

SP2T AML -/ Desmina - / HHF-35 -

SP3T Nao testado

SPAT Desmina - / HHF-35 -

SP5T Nao testado

SP6T AML -

SP7T AML + focal / Desmina - / HHF-35 + focal
SP8T Nao testado

SPOT AML -

SP11T Desmina + focal

SP12T Nao testado

SP13T AML -/ Desmina - / HHF-35 - / Caldesmon -
SP14T AML + focal

SP15T AML -/ Desmina -

SP16T AML + focal / Desmina -

SP17T AML + focal / Desmina + focal

SP18T AML + focal / HHF-35 + focal

SP19T AML + focal / Desmina + focal / HHF-35 -
SP-01 Desmina - / HHF-35 -

SP-03 Desmina - / HHF-35 - / Calponina + focal
SP-04 Desmina -

SP-05 Desmina - / HHF-35 -

LM2T AML + / Desmina +

LM3T Nao testado

LM4T AML + / HHF-35 +

LM5T AML + / Desmina - / HHF-35 -

LM6T AML + / Desmina -

LM7T AML + / Desmina +

LM8T Desmina - / HHF-35 +

LMOT AML + focal / Desmina + / HHF-35 + focal
LM10T AML + / HHF-35 -

LM11T Nao testado

LM13T AML + / Desmina + / HHF-35 +

LM14T AML + / Desmina + / HHF-35 +

LM15T AML + / Desmina + / HHF-35 + / Calponina +
LM16T AML + difuso/ Desmina + difuso

LM17T AML + / Desmina + / HHF-35 +

LM18T AML + / Desmina +

LM19T AML + / Desmina - / HHF-35 +

LM20T AML + / Desmina + focal

LM21T AML + / Desmina +

LM22T AML + / Desmina +

LM23T AML + / Desmina + / Caldesmon +
LM-02 Desmina + / HHF-35 + focal

+: imunomarcagado positiva, -: imunomarcacdo negathnalise realizada sob a responsabilidade da
Dra Isabela Werneck da Cunha, Departamento dedggpHospital AC Camargo, SP.
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lipossarcoma desdiferenciado, enquanto o caso SRA@Pode ser excluido quanto
ao diagnostico de mixofibrossarcoma. Por outro,l@adoaso SP7T foi considerado
como SP devido a morfologia pleomdrfica, apesaaptesentar padrdo de expressao
focal das proteinas AML e HHF-35.

O segundo grupo foi composto por 10 casos de LMe® de SP. Entre os
casos de LM, dois (LM6T e LM16T) apresentaram nog@a e padrdo de expressao
protéica por imunoistoquimica ndo caracteristic@®s.caso LM6T apresentou
positividade para AML e negatividade para desmewquanto o caso LM16T
apresentou positividade apenas difusa tanto parh édrho para desmina. Entre as
trés amostras de SP, o caso SP19T apresentou ogmaf@leomorfica, porém, com
expressao protéica focal para AML e desmina. Ercéel ao caso SP8T, ndo esta

claro se este representa um segundo tumor priro@rge € uma metastase do caso

SRR PR g D AOPUPROOR O = § Rt R PR 3 o~ PO PO - PO S APPRIRER P
A AAAPrEA A RO WEAH @A A A A AU A A RO A TOUAR AT G
AEEEAAAMAMAMMMEESEEAMSEEESEE S AEE A AEE A G E A G T O B B Be B E
O pd aed o 03 0T 00 00 00T 00 ad el el od 07 0T d el e e el el e BT ] ] B 00 ] DY R B2 PR R R DR DR 00 0T D0

g - = O T S — .

Figura 2 - Agrupamento entre os 44 casos de sarcomas poisenafo
supervisionada. Os SP estéo representados em iermmek LM em azul

O terceiro grupo apresentou numero de casos deLMBT, LM4T, LM7T,
LMOT, LM10T, LM20T e LM23T) igual ao de SP (SP6TRPSI, SP14T, SP15T,

SP16T, SP18T e SP-05). Dois casos (LM7T e LM20dnarh considerados como
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LM quanto a sua morfologia e padrao de express@@ipa. Por outro lado, um caso
de SP pode representar um mixofibrossarcoma (SP&63Jtro um lipossarcoma
mixoide (SP6T). O caso SP18T foi considerado c&Rqor apresentar um padrao
morfologico pleomorfico, apesar da positividade, emsaios de imunoistoquimica,
para AML e HHF35 em raras células neoplasicas. fhiddescartada a possibilidade
deste caso (SP18T) ser um tumor primario da am888&1 (que também poderia ser
uma metastase) a qual se encontra no segundo atgTA

O quarto grupo foi composto por cinco SP (SP1T,TSERP3T, SP4T e SP-
03) e dois LM (LM-02 e LM19T). O caso SP1T pode responder a um
mixofibrossarcoma com células gigantes. O caso SBR® sarcoma mais dificil
diagnosticar e foi considerado como SP pela nddatie de expressao das proteinas
desmina, AML e HHF-35, apesar do padrdo morfologiém ser caracteristico
quanto ao pleomorfismo. O caso SP17T foi o Unice sg apresentou isolado no
cluster Esta amostra foi caracterizada como SP devidmdiotngia pleomorfica,
apesar da positividade focal para as proteinasidassyAML.

A andlise supervisionada dos resultados da exprefss transcritos dos 44
casos também nao foi capaz de separar os doisttipmsais. Foram observados 390
genes diferencialmente expressos, sendo 16 conessgum diminuida e 374 com
expressdo aumentada. Esta andlise mostrou doissyuim formado por 16 casos de
LM e outro composto por 22 casos de SP e os restarts casos de LM (Figuras 3A
e 3B). Interessante notar que o grupo compostoagpss LM englobou todos os LM
retroperitoniais da casuistica (10). Os seis LM sgi@gruparam juntamente com 0s

SP eram todos de extremidades.
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Figura 3 - A) Analise supervisionada baseada no tipo tumoraltesem 390 genes
diferencialmente expressos. Em verde 0s genes cqmessao aumentada e em
vermelho os genes com expressdo diminuBlaEsta analise resultou em dois
grupos. Os SP estéo representados em vermelhoesrLzul.

A andlise dos dados usando as anotacbes das viasKEBG
(www.funnet.info) demonstrou que os genes com ega@ diminuida fazem parte

de vias metabolicas da arginina, prolina e podiriknquanto os genes com
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expressdo aumentada se relacionam com vias deag#l (ErbB, calcio e MAPK),

adeséao e contracdo muscular (Figura 4).

KEGG
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Figura 4 - AnotagOes das vias do KEGG_(http://www.funnetjnf@ra os genes
diferencialmente expressos entrelusterde LM e ocluster de SP e LM

A pequisa usando a base de daGene Onthology(GO) revelou que a
maioria dos genes com expressao aumentada particige processos biolégicos
relacionados com a diferenciacdo celular, contragéscular e desenvolvimento do
organismo, enguanto 0s genes com expressao diraimsidhvam associados com
respostas ao stress oxidativo e hipdxia (Figura &A) relagdo a funcdo molecular,
metade dos genes com expressdo diminuida estavsouiss com funcbes de
atividade de oxiredutase, enquanto 20% dos gemasgpressao aumentada tiveram
como funcao a ligacdo a actina, seguido pela ailgdle oxiredutase e constituinte

estrutural do musculo (Figura 5B).
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A GO Biological Process

Up-regulated Transcripts Down-regulated Transcripts

celldeath
54%
cytoskeleton organization

iron ion homeostasis
20%
response to hydrogen peroxide

5.4% 20%
regulation of muscle contraction erythrocyte homeostasis
54% 20%

regulation of gene-specific transcription from RNA polymerase || promater
65%

cellular calcium ion homeostasis

65%

positive regulation of cell differentiation
65%

|

smooth muscle contraction
76%

organ morphogenesis
76%

muscle contraction

87%

muscle organ development
9.8%

cell differentiation

18.5%

=
&
#

multicellular organismal development
22.8%

cellular response to nutrient
(& | 20%
celldeath
20%
regulation of blood pressure

| 20%

excretion

20%

response to oxidative stress

20%

response o hypoxia

20%

cellular response to oxidative stress

40%
oxidation reduction

transmembrane transport

100

80 60 40 20

=)

80

=
2]
S
s
=
@
=

100

Transcriptional domain coverage (%)

GO Molecular Function

Up-regulated Transcripts  Down-regulated Transcripts

cytochrome-c oxidase activity
3.6%

protein kinase G binding
3.6%

SH3/5H2 adaptor activity
36%

integrin binding
4.8%

enzyme binding
4.8%

serine-type endopeptidase inhibitor activity

metal ion transmembrane transporter activity
25%

pyroline-5-carboxylate reductase activity

4.8% 25%
calmodulin binding transcription repressor activity
8% 25%
SH3 domain binding heme binding
7.1% 25%
structural constituent of muscle enzyme binding
7% 25%
transcription factor binding phospholipase D activity
7.1%

oxidoreductase activity

heme oxygenase (decyclizing) activity

actin binding oxidoreductase activity
T T T T T 16T T T T T 1
100 80 G0 40 20 0o 20 40 60 a0 100

Transeriptional domain coverage (%)

Figura 5 - Resultado da analise dos dados usando a base oGtk Onthology
(http://www.funnet.inf) resultando nos processos bioldgicos (A) e fuacao
molecular (B) a que os genes diferencialmente sgpeeestdo envolvidos.
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Foi detectado que oluster composto pelos 16 LM resultante da analise
supervisionada continha genes com expressao aufaeassociados a estrutura e
funcdo muscular, alguns especificos da musculéisaaincluindo actina, miosina e
calponina. A Quadro 6 mostra esses genes e seectegfold change A maioria
dos LM que se agrupou conjuntamente com os SPeapees expressao diminuida
desses marcadores, apesar de serem positivos gmrand ou SMA apods analise

imunoistoquimica.

Quadro 6 - Genescom expressao aumentada relacionados com a eateufuncao
muscular observado no grupo dos 16.LM

Gene Nome Fold change
MYLK myosin light chain kinase 0,5115786
CNN1 calponin 1, basic, smooth muscle 0,5202636
TPM2 tropomyosin 2 (beta) 0,5782486
CA3 carbonic anhydrase lll, muscle specific 0,58289635
LMOD1 leiomodin 1 (smooth muscle) 0,5985782
ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 0,59997165
MYL9 myosin, light chain 9, regulatory 0,61344564
TAGLN Transgelin 0,6339436
ACTBL2 actin, beta-like 2 0,6363338
TMOD1 tropomodulin 1 0,6426155
ACTC1 actin, alpha, cardiac muscle 1 0,64602077
ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle 0,65006465
ACTA2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta 0,67180085
SVIL Supervillin 0,681278
DSTN destrin (actin depolymerizing factor) 0,68825006
SGCA sarcoglycan, alpha 0,68979406
SYNPQO2 synaptopodin 2 0,69446224
MYOM2 myomesin (M-protein) 2 0,73326117
MYOCD Myocardin 0,73374933
ACTN1 actinin, alpha 1 0,739447
CALD1 caldesmon 1 0,7411432
SMTN Smoothelin 0,7662147
MYL6 myosin, light chain 6, alkali, smooth muscle and-nwscle  0,8094318

Quando se considera a localizacdo anatémica desmsas deste estudo,
observa-se que na analise ndo supervisionada néd@ lhuwna separacao clara entre
0S grupos, porém, entre 0s quatro grupos obseryvadgegundo apresentou a maior

quantidade de sarcomas retroperitoniais (10 dend@stias), enquanto o terceiro e
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guarto grupos apresentaram mais casos de sarcam@adrdmidades (nove de 14 e
cinco de sete casos, respectivamente). Os dois dassarcomas na regidao da cabeca
e pescoco se localizaram no primeiro e segundoogreipquanto os trés casos de
sarcomas da regido do tronco se associaram aodseguarceiro grupo.

Os casos que desenvolveram metastases ou recdlivaste o seguimento
clinico se distribuiram de forma homogénea entrguasro agrupamentos.

A andlise supervisionada considerando a topologia chasos revelou a
presenca de dois grandes grupos contendo 961 déeesicialmente expressos: um
composto por todos 0s sarcomas retroperitoniaisségssarcomas de tronco e dois
sarcomas de extremidades, enquanto 0 segundo gamtmha os 16 casos de
sarcomas de extremidades, os dois casos de sardamegido da cabeca e pescoco

e apenas dois casos de sarcomas do retroperitigiod 6).
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Figura 6 - Analise supervisionada dos 44 casos de sarcomasjdeoando a
topologia das amostras. Os sarcomas pleomorficB3 €éStdo representados em
vermelho e os leiomiossarcomas (LM) em azul.
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Em uma nova tentativa de diferenciar molecularmest&P dos LM, outros
testes estatisticos de uma e duas classes, condedt®R=0, foram realizados, mas
em nenhum deles foi possivel separar os dois griyposrais. Inicialmente foram
excluidos os dois casos com a sindrome de Li-Frau(M2T e LM22T) e foram
realizadas analises supervisionadas e ndo superadas para os 42 casos restantes.
Na analise néo supervisionada foi possivel distirguatro grupos que nao diferiram
substancialmente dos anteriormente obtidos comsider todos os casos (Figura
7A). Por outro lado, a analise supervisionada mvdl29 genes diferencialmente
expressos (expressdo aumentada) que separavam cgtrasmem dois grandes

grupos, semelhante ao detectado na analise dedsa@asostras (Figura 7B).
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Figura 7 - Agrupamento entre 0s 42 casos de sarcomas porsenafo
supervisionadgA) e supervisionad@), apos exclusdo dos casos com a sindrome de
Li-Fraumeni. Os sarcomas pleomorficos (SP) estaresentados em vermelho e os
leiomiossarcomas (LM) em azul.
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Da mesma forma, testes ndo supervisionados e ssipeados, excluindo os
casos com metastase ao diagnostico (LM6T, LM20T18%Pe SP8T) e
posteriormente com a exclusdo dos casos com aosirdde Li-Fraumeni e com
metastase ao diagnostico, apresentaram resultadoslhantes aos obtidos nas
analises anteriores (Figuras 8A, 8B, 9A e 9B). Naliae supervisionada apoés a
exclusdo dos casos com metastase ao diagnostatoster que nas outras analises
agrupava apenas LM, desta vez agrupou também undea$SP (SP-01). O teste
supervisionado revelou 83 genes diferencialmenpeessos (expressao aumentada)
no caso da analise excluindo os casos com metéstaséagnostico, enquanto o

mesmo teste revelou 165 genes com expressao awlaeptando se excluia os casos

com a sindrome de Li-Fraumeni e metastase ao digao
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Figura 8. Agrupamento entre os 40 casos de sarcomas potiseanafo
supervisionadgA) e supervisionadéB), apos exclusdo dos casos com metastase ao
diagnéstico.
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Figura 9 - Agrupamento entre os 38 casos de sarcomas porseanafo
supervisionadgA) e supervisionadéB), apos exclusdo dos casos com metastase ao
diagndstico e com a sindrome de Li-Fraumeni. Ososaas pleomorficos (SP) estéo
representados em vermelho e os leiomiossarcomagéiivazul.

As quatro amostras de LM que se agruparam co8Posao as mesmas nos
dois testes supervisionados (LM-02, LM3T, LM4T e 10T). Estes casos foram
considerados como leiomiossarcomas baseado nooapstblogico e em analises
prévias de imunoistoquimica (Quadro 3). O estadmeos casos LM-02 e LM10T
€ grau lll, enquanto os casos LM3T e LM4T sdo ghlauSao tumores de
extremidades, a excecdo do caso LM4T que é dopeeitonio. Este ultimo caso
também foi 0 Unico que apresentou metastase durasgguimento clinico.

Foi também realizada a analise supervisionada eugervisionada somente

para os casos de SP com morfologia pleomoérficectaiatica e negativos para 0s

marcadores imunoistoquimicos de musculo liso (10 &Ppara os LM com
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morfologia tipica e positividade pelo menos paramancador imunoistoquimico de
musculo liso (AML, HHF-35 ou desmina) (14 LM). Nastnovas analises nao foi
possivel separar os casos de SP e LM.

A andlise ndo supervisionada gerou um unico agrapton dividido em
varios subgrupos, cujo padrdo de expressdo gédicamostrou nenhuma relacao
com topologia, recidiva ou presenca de metastagguré- 10). Apdés a analise
supervisionada foram detectados 127 genes difalemante expressos, nove com
expressdo diminuida e 118 com expressdo aumerdadaseparavam um grupo
formado por 12 LM de um grupo formado pelos 10 SBsedois LM restantes
(Figura 11). Os dois LM que se agruparam com o$L®PT e LM10T) sdo casos
que também se agruparam junto com SP em testes/isigregados anteriores. Entre
0S genes com expressao aumentada, alguns se em®oc@an a estrutura muscular,
como o MYLK, MYL9 ACTCl SYNM e TPMZ enquanto outros genes se
relacionaram especificamente com a fun¢do do maidisal, como SMTN ACTG2

e CNN1

SPST - Retroperitdnio
LM14T - Exvremidades
LM13T - Retroperitonio
LM1ST = Extxemidades
SP.01 - Extzemidades
LMST - Tronco

LMST - BRetreperitonio
LMZ3T =~ Retroperiténio
SP.05 - Retroperitonio
LM4T - Retzoperitonie
LM10T - Extvremidades
SP8T - Cabega e Pescogo
LMZT - Retroperitonio
SPLST - Retroperitdonio
LM17T -Retroperitonio
LM21T - Retroperitonio
LM22T - Retzoperitonie
SP14T = Trence

SPST = Extremidades
LMST - Extremidades
SPAT - Extremidades
SP.02 - Retroperitonio
SP.04 - Ixtremidades
LM.0Z -Extremidades

Figura 10 - Agrupamento entre os 24 casos de SP e LM maistesisticos por
analise ndo supervisionada. Os sarcomas pleomerf#B) estdo representados em
vermelho e os leiomiossarcomas (LM) em azul.
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Figura 11 - A) Resultados da analise supervisionada entre cast¥s de sarcomas
demonstrando 127 genes diferencialmente expre$sms.verde 0s genes com

expressao aumen

diminuidaB)

SXQr

tada e em vermelho os genes cormas

alpervisionada. Os sarcomas
pleomorficos (SP) estédo representados em vermetisdeomiossarcomas (LM) em

Agrupamento entre os 24 casos de sarcomas pos@s
azul.
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Com o0 objetivo de avaliar os processos biologicdsingdes moleculares
relacionados aos genes diferencialmente expresgmo® apos as analises descritas
acima, foi utilizado o banco de dad@sne OnthologyGO). Foi verificado que um
terco dos genes com expressdo diminuida se asaotiavprocessos biologicos
relacionados com a resposta ao stress e o traasperions sddio e aminoacidos,
enguanto 0S genes com expressao aumentada atuavamesenvolvimento do
muasculo e organizacdo do citoesqueleto (Figura 12A)uncdo molecular da
maioria dos genes com expressdo aumentada estaceomada com a ligacdo a
actina, constituicado estrutural do masculo e atigeimotora. Por outro lado, metade
dos genes com expressdo diminuida estavam asse@atigacdo a ions sédio e

atividade de MAP quinase (Figura 12B).
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B GO Molecular Function
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Figura 12 - Resultados da busca por processos biolégicos (An¢cdes moleculares
(B) dos genes diferencialmente expressos usan@maolde dado&ene Onthology
(ww.funnet.info).

Quatro amostras de tecido normal adjacente ao ttanmdyém foram avaliadas,
sendo trés provenientes de casos de SP e um denggacom LM. Inicialmente
selecionamos doze amostras de tecidos adjacentesispmas so6 foi possivel obter
RNA de boa qualidade de quatro casos. O {88t de duas classes, com FDR=0,
foi utilizado para fazer uma clusterizacéo hier&rgypareada, ou seja, comparou-se
0s quatro tecidos adjacentes normais e os sarcfirdasSP e um LM) dos quais
foram obtidos esses tecidos (Figura 13A). Neste frasm detectados 40 genes que
diferenciavam ambos os grupos, ctotd changevariando de -74 a 34 (Quadro 7).
Utilizou-se as anotacdes das vias do KEGG paraifitzes 0os genes com expressao
diferenciada (Figura 13B) e observou-se que osgjeni® expressao aumentada nos

casos tumorais em relacdo aos normais adjaceri@sms associados as vias de
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sinalizacdo daP53e ao ciclo celular, enquanto os genes com exprafisgéinuida

se associavam a vias metabolicas em geral.
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Figura 13 - A) Andlise de clusterizacdo hierarquica pareadazatitio as quatro
amostras tumorais e seus respectivos tecidos atgscaormais. Em vermelho os
genes com expressdo aumentada e em verde os gemexjgressao diminuid8)
Anotacdes das vias do KEGG para 0s genes difeferente expressos nos grupos
pareados, quatro tecidos adjacentes normais eocpratstras tumorais
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Quadro 7 - Genes diferencialmente expressos entre o grupqud&o amostras
tumorais e seus respectivos tecidos adjacentesamor@sfold changespositivos
indicam aumento de expressdo e 0s negativos digdiouda expressao dos

transcritos.

Gene Nome Fold change
ALDH1L1 Aldehyde dehydrogenase 1 family, member L1 - 7824383
ECHDC3 Enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3 , 9283174
SORBS1 Sorbin and SH3 domain containing 1 - 32,8040662
ARHGEF4 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4 6,5985556
ANXA3 Annexin A3 - 22,4217464
PDK4 Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 - 18,8086
GPT2 Glutamic pyruvate transaminase (alanine aminoteaiasg) 2 - 16,1014477
GNB5 Guanine nucleotide binding protein (G protein) ab&t 2,30829034
SGOL2 Shugoshin-like 2 (S. pombe) 4,01496831
MYBL1 V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avik® 1  4,96373123
APLN Apelin, AGTRL1 ligand 6,0378378
RAD51AP1 RAD51 associated protein 1 6,51213316
CCNA2 Cyclin A2 6,65779131
SPTLC1 Serine palmitoyltransferase, long chain base stfuni 6,69094831
THC2519126 Unknown 6,82993572
KIF4A Kinesin family member 4A 7,13589061
NCAPG2 Non-SMC condensin Il complex, subunit G2 7,1442496
CENPA Centromere protein A 7,25490715
SMC2 Structural maintenance of chromosomes 2 7,99155721
FAMS54A family with sequence similarity 54, member A 8,35238
TPX2 TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopusiev 8,61069537
FAMB83D Family with sequence similarity 83, member D 887882
CCNB1 Cyclin B1 9,9931811
CCNB2 Cyclin B2 10,3797209
BM544548 Unknown 10,6886367
C18orf24 Spindle and kinetochore associated complex suliunit 11,1413156
(SKA1)
BUB1 BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 hongolo 11,5988692
(yeast)
UNC5B Unc-5 homolog B (C. elegans) 11,8637196
RACGAP1 Rac GTPase activating protein 1 12,0174904
MSC Musculin (activated B-cell factor-1) 12,7990932
RAD51 RAD51 homolog (RecA homolog, E. coli) (S. cerevidia 12,9213419
Clorf135 Chromosome 1 open reading frame 135 13,5360162
TOP2A Topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa 14,3535456
FN1 Fibronectin 1 14,5511624
MXRAS8 Matrix-remodelling associated 8 14,5777292
TYMS Thymidylate synthetase 14,7236862
THC2510656 Unknown 20,0346618
PBK PDZ binding kinase 22,3958544
AK027294 Unknown 26,4073934
ANLN Anillin, actin binding protein 34,2140361
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O teste supervisionado realizado nos 44 casosrdensas separou um grupo
de 16 LM de um grupo composto pelos 22 SP e oslLa¢isEntre os 390 genes
resultantes desta analise foram selecionados aqoehefold change maiores que
0,7 (211) e menores que -1 (16) e submetidos asandé redes, vias génicas,
doencas relacionadas e funcéo celular ou molecolar a utilizacdo do software
Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity Sys8mOs scores para cada item
foram calculados pelo teste exato de Fisher e gaais a -log(valor de P). As
principais doencas e funcdes celulares ou molezsileglacionadas aos genes com
aumento ou diminuicdo de expressdo estdo représentaa Figura 14 (maiores
scores). A avaliacdo dos resultados mostrou graddeero de moléculas alteradas
presentes em doencas neuronais, no cancer e ef@nbdist genéticos, enquanto
houve predominancia de genes com funcdo no desemeoito, crescimento,

proliferacdo, morfologia, organizacao e morte elul
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Figura 14 - Genes diferencialmente expressos entre os 4% s sarcomas com
-1> fold change> 0,7 associados as doencgas e fungdes celulanedeeulares que
apresentaram 0s maiores scores. Os scores saladakpelo teste exato de Fisher e
sao iguais a —log (valor de P). Imagem gerada gefiovare Ingenuity Pathways
Analysis (IPA).

Os genes diferencialmente expressos também selaoiorearam com
importantes vias candnicas previamente descritas/i# com maiorescoresestao
representadas na Figura 15 e Quadro 8c@emais altofoi obtido para a via de
sinalizacdo do gendLK (8 genes alterados), seguida por genes associalos a

seguintes vias de sinalizacao: fosfolipase C (®geatiterados), hipertrofia cardiaca

(8 genes alterados) e proteina quinase A (8 gdiaeadns).
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ILK Signaling

Phasphalipase C Signaling

Cardiac Hypertrophy Signaling

Protein Kinase A Signaling

Cellular Effects of Sildenafil (Viagra)

Regulation of Actin-based Motlity by Rho

Chelecystokinin/Gastrin-madiated Signaling

Caleium Signaling

EREKS Signaling

Gol2/13 Signaling

Figura 15 - Vias canoOnicas correlacionando com os genes ddmdemente
expressos com -1feld change> 0,7 em sarcomas e que apresentaram 0S maiores
scores Osscorespara cada via sao calculados pelo teste exakastiere sao iguais

a —log (valor de P)Imagens geradas pesmftware Ingenuity Pathways Analysis
(IPA).

Quadro 8 - Relacdo dos genes diferencialmente expressos a#® (ias canodnicas
que apresentaram maioEres.

Via canbnica Genes alterados

Sinalizacédo do genéLK TMUCL, 1MYL9, 1 TGFB111 tMYL6, 1FLNA,
TILK, TFNBP1, 1ACTN1

Sinalizacéo da fosfolipase C TMYLS, |HMOXY, 1SRC tMYL6, 1PPP1R12A
TMEF2C 1FNBP1 1HDACS5, 1CALM1

Sinalizacéo da hipertrofia cardiac TMYLS, 1SRF, 1CACNALC tMYL6, tMEF2C
TFNBP1 1HSPB1 1CALM1

Sinalizacao da proteina quinase A TMYLY, 1PYGM 1BAD, TMYLG, TFLNA,
TPPP1R12ATPHKG1, 1CALM1

tAumento de expressépDiminuicdo de expressdo

Nove redes génicas foram obtidas ceroressignificativos na anélise entre
0S genes resultantes da analise de expressao .gAnkigura 16 ilustra as quatro

principais redes envolvendo o0s genes alteradostguam padrao de expressao
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(maioresscores) Os genes com alteracdo de expressdo génica enuceddas vias
estdo descritos na Quadro 9.

A principal rede alterada quanto a expressdo géesta relacionada a
doencas do sistema reprodutivo, desenvolvimentoréenselular (Figura 16A). Essa
rede é formada por 15 genes alterados, incluindeeato de expressao de transcritos
em genes da familia ddseat shock proteingHSPB1 e HSPBY e em genes
associados com a funcdo musculatpfia actinin e SMTN, este especifico de
musculo liso). O genelMOX1 foi 0 Unico que apresentou diminuicdo de expressao
faz parte da familia de oxigenases do grupo heme.

A segunda rede contém 35 genes relacionados comla morfologia e
morte celular (Figura 16B). Genes conhecidos e cém$os com morte celular
(TGPBL111, BCL2L2 e BAD) apresentam aumento de expressao, assim como O
oncogeneSRCe 0 genéACTNY, o qual esta associado com a fungdo muscularoOutr
gene importante com aumento de expresséao ftikg o qual se relaciona com
inUmeros processos celulares.

A terceira rede contém 10 genes alterados, os @@ envolvidos em
processos de replicacdo, recombinacdo e reparoas deo DNA, além do ciclo e
morte celular (Figura 16C). Nesta rede foi detext@mgmento de expressédo de genes
supressores tumoraiRBBP7 e TP53INP), associados a metastaddTA3 e
relacionados com a replicacao celul@HEKY).

Na quarta rede génica estdo representados 7 geasesiaalos com a
movimentacdo celular, trdfego de células imunesom © desenvolvimento e
funcionamento do sistema hematopoiético (Figura)l6@sta rede estéo incluidos

0s genesMYOCD MEF2C SRFe PPP1R12A(todos com aumento de expressao),
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que se relacionam com o processo de desenvolvimentdiferenciacdo da
musculatura lisa. O Unico gene que apresentou digiio de expressado foi o
S100A9 o qual faz parte da familia de proteinas S106 eskciona com o ciclo,

progressao e diferenciacao celular.
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Figura 16 - Representacdo esquematica de quatro redes baseaslagenes
diferencialmente expressos (.fakl change®,7). Em(A) esta representada a rede
associada com doencas do sistema reprodutivo/dasengnto e morte celular, em
(B) ciclo/morfologia/morte celular, en{C) replicagdo/recombinacéo/reparo do
DNA/ciclo/morte celular e em(D) Movimentacdo celular/trafego de células
imunes/desenvolvimento e funcdo do sistema hemigtigm Em vermelho estéo
representados genes com aumento de expresséao paeaddiminuicdo de expressao,
branco para moléculas incorporadas com base no likndados dsoftwaree cinza
para genes com alteracdo de expressao que nawmaating critério defold change
Imagens geradas pedoftware Ingenuity Pathways Analy§iBA).
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Quadro 9 - Descricdo dos genes com e sem alteracdo de expigisi&a presentes
em cada uma das quatro redes génicas com maiess.

Rede No. Genes Gene$

alterados

Funcbes

génica
1

Doencgas do sistema
reprodutivo/desenvolvimento e
morte celular

15

tAlpha Actinin, 1ATP1B1, BCR,
T1CCR10, CNN1, CREBBP, CYCS
EGFR, 1FHL2, tFLNA, FOXO1,
IHMOX1, 1HSPB1, 1HSPBS§
lgG, IL1A, INHBA, ITGB1,
KAT2B, TLEFTY2, TLPP,
MAPK14, MMP9,  tMUCL,
NCOA1, P38MAPK, SAA,
1SMTN, TCR, t1TDRD7, TGFB1,
1THRA, TNF, TSG1011VPS28

Ciclo/morfologia/morte celular

11

TABTB1, ACTA1l, 1tACTNI1,
AKT1, TAPBB1, APP, ATP2A2,
1BAD, BAX, BCL2L1, 1BCL2L2,
CCL21, CTNND1, CXCL12,
TFILIP1L , FSH, 1HDACS5, IKK
(complex), tILK, INHBA, Lh,
MAPK14, TtMOAPL1, NFkB
(complex), PLCG1, PTPase, RAC|
SAA, SATB1, SHC11SRC, SYK,
1TGFB1I1, VDACL1, VEGFC

Replicacdo/recombinacao/reparo
do DNA/ciclo/morte celular

10

ATM, BRCA2, CDC6, 1CHEKL,
1COX6C, 1EPHB6, HCFC1, hCG,
HDAC1, HDAC2, 1KATS,
KAT2B, MBD2, MBD3, MDM2,
Mi2, 1MTA3, NCL, tNUMAL,
1PHKG1, PLK1, PRKCD,
RAD17, RBBP4,1RBBP7, RNY1,
RNY3, SAP30, SIRT1, SMC3
SMC1A, SSB, TP53;TP53INPL,
1 TROVE2

Movimentacao celular/Trafego de
células imunes/desenvolvimento e
funcéo do sistema hematopoiético

Akt, tANG, 1CACNALC, CASPS3,
CCL5, CXCL9, CXCL10, ERK1/2
FGF2, Focal adhesion kinase, Ig
IKBKB, IL4, IL6, IL8, IL10, IL18,

IL1A, IL1B, Jnk, MAPK14, MCL1,
TMEF2C, MYH11, MYL2,

TtMYOCD, NFkB (complex),P34
MAPK, p70S6k, PI3K (complex)
TPPP1R12A RELA, S100A8,

1S100A9 1SRF

% 0s genes em destaque apresentaram alteraciqubssio;}: aumento de expressio géniga;
diminuicdo de expresséo génica
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A confirmacao dos resultados obtidos pela técdeaxpressédo génica global
foi realizada por experimentos de RT-gPCR. A selelzs 30 amostras (26 sarcomas
e 4 tecidos normais adjacentes) foi baseada n® sapervisionado dos 44 sarcomas
e principalmente na disponibilidade de RNA. Os geBAD, SRC e SRF se
associaram com duas das quatro principais redesagégeradas pelsoftware
Ingenuity Pathways Analysis (IPA) e foram selecdws para a confirmacdo dos
resultados obtidos pela comparacdo de SP e LNIOB2Afoi um dos genes com
maiorfold changena comparacéo entre os quatro sarcomas e seestresp tecidos
adjacentes normais sendo selecionado para confestes resultados.

Para avaliar a expressdo dos genes alvo, inicisdmevestigou-se a
estabilidade de expresséao de trés genes candalatosnalizadoresSGAPDH, HPRT
e HMBS em 26 casos previamente analisadosgxmresséo génica globdlodos
apresentaram estabilidade adequada para a norgdalidas genes alvo (coeficiente
de estabilidade menor que 1,5), sendo que o YT apresentou expressao mais
estavel (M=1,144) e &APDH menos estavel (M=1,473) (Quadro 10). A melhor
dupla indicada pelo programa fdiPRT e HMBS (M=0,856), sendo considerado o

conjunto mais adequado de genes normalizadoresusilsgado (Figura 17).
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Quadro 10 - Expressédo relativa, fator de normalizacdo (FNyoeficiente de
estabilidade de expresséao (M).

Amostras GAPDH HPRT HMBS FN
POOL 1.000 1.000 1.000 1.509
LM-02 2.315 9.170 3.571 6.389
LM11T 0.784 0.188 0.063 0.317,
LM13T 0.128 0.032 0.085 0.106
LM15T 0.645 0.228 0.283 0.523
LM17T 1.190 2.213 1.585 2.430
LM22T 2.236 3.260 0.905 2.831
LM23T 1.004 2.811 2.791 3.004

LM2T 1.602 1.608 1.096 2.133
LM5T 0.184 0.213 0.137 0.264
LM6T 1.083 2.221 1.334  2.226

LM8T 1.539 8.102 1.314  3.834
SP-03 0.536 2.842 2.262  2.280
SP-04 0.821 1.984 1.597  2.076
SP12T 0.823 0.292 0.407  0.695
SP14T 0.492 2.432 2383 2.140
SP15T 1.300 2.803 4937  3.956
SP19T 0.398 0.515 0.381 0.645
SP1T 0.005 0.029 0.026  0.023
SPAT 0.061 0.080 0.122  0.127
SP5T 1.617 6.706 8.496 6.818
SP8T 0.136 0.529 0.329 0.433
LM4T 0.507 0.544 0.390 0.718
SP2T 0.107 0.215 0.126  0.215
SP3T 0.218 0.219 0.151 0.291
SP6T 1.153 10.875 12.893 8.243

N W OO0 OUTTWO OO PRRPFPOOOPROOOONNWN®

M<1.5 1.473 1.144 1.185

Legenda: O geneHPRT apresentou expressao mais estavel (verde) indivitante (M=1,144) e o
GAPDH é o mais variavel (vermelho) (M=1,473) entre asafifostras de sarcomas testadas. O fator
de normalizacdo (FN) representa a média geométacexpressdo relativa dos trés genes controles

avaliados
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Figura 17 - Média do coeficiente de estabilidade de expreg¢sBo Calculo para
determinar o melhor par de genes controles, agslasao progressiva dos genes
de expressdo menos estavel até permanecer apenafa dupla, indicando que
HPRTeHMBSrepresentam o melhor par de genes (M=0,856).

A Figura 18 ilustra a expressao relativa dos g&R§ SRFe BAD entre as
25 amostras de sarcomas qur foram incluidas nasand¢ RT-gPCR. Pelo teste
estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney a esgd@ diminuida dos trés genes
em sarcomas pleomorficos foi altamente signifiegtitanto pela técnica de

expressao génica global como por RT-gPCR.
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Figura 18 - Expressado relativa dos genes estudados por RT-gf?@Ralise de
expressao génica glohahs amostras de LM e SP. O grafico mostra a distéb de
todos os valores entre as barras, com excecauitiers e valores extremos. Foi
utilizado o teste de Mann-Whitney para estas coagiess.

Para a comparacao entre tecido normal adjacentmeral, utilizando os 4
pares de amostras analisados pligoarray, repetiu-se o teste pelo geNorm, que
mais uma vez considerou@APDH como menos estavel (Quadro 11). Assim, foram
utilizados os genedPRT e HMBS para a normalizacdo da expressad @2A A
expressao do gerngOP2Afoi aumentada nas amostras de sarcomas em relagao

tecidos normais adjacentes por ambas as técnigpegdFL9). Entretanto, apesar da

evidente expressao aumentadal@2Anos sarcomas, o0 teste ndo-paramétrico de
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Wilcoxon ndo demonstrou significancia estatistios wois casos, com P=0,068,

provavelmente pelo pequeno numero de amostrasadaali

Quadro 11- Coeficiente de estabilidade de expressao (M).

GAPDH 1.620 -

HPRT 1.465 1,225
HMBS 1.380 1,225

Legenda: O nivel de expressao mais estavel individualméoitdetectado par&iIMBS (M=1,380) e
GAPDH foi 0 mais variavel (M=1,620) nas quatro amosttassarcomas e seus respectivos tecidos
adjacentes normais testados. Apés a exclusaGAl®DH, o valores de M para HMBS e HPRT

passam para 1,225 (em verde) representando a nokiplar de genes.

Array RT-qPCR
s 4.0 - 2
g £ o4 ————
c 3
§ N .g ol Tumor
g_ — Tumor g- -4 TO PZA
& 3.04 A
y 8
o~ — . > 8 . i
§ 25 Normal P=0,068 _'8 - Normal P=0,068

Figura 19 - Expresséo relativa d6OP2Apor RT-gPCR e expressédo génica global
nas amostras tumorais e normais. O gréafico modistidbuicdo de todos os valores
entre as barras, com excecéooddiers e valores extremos. Foi utilizado o teste de
Wilcoxon para estas comparacgoes.
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6 DISCUSSAO

A classificagdo dos sarcomas € baseada primordigmea analise
histolégica. Alguns subtipos apresentam morfologaracteristica e alteracbes
moleculares especificas que facilitam o diagndéstoono no caso do sarcoma de
Ewing (translocacAa&cWSR1FLI1) e GIST (mutacdo d&IT). Por outro lado, a
grande maioria dos sarcomas, compostos por céhlgnas alongadas, nao
apresenta alteracbes genéticas especificas, gadaslia morfologia pouco
caracteristica (pleomodrfica) representam um gradeleafio diagndstico para os
patologistas (NIELSEN e WEST 2010).

A classificacdo histopatoldgica tradicional ndoaleem consideracdo a
complexidade molecular dos sarcomas, deixando uaraela significativa de
neoplasias nado classificadas ou agrupadas em eesidantroversas, como os SP
(GUILLOU e AURIAS 2010; KONSTANTINOPOULOS et al. 20). Devido a falta
de fendtipos que indiqguem algum tipo de difererimagelular, ensaios de
imunoistoquimica representam a uUnica forma de ofais informacdes para o
diagnéstico, que é notoriamente inconsistente @onicusiva (TOGUCHIDA e
NAKAYAMA 2009). Neste contexto, estudos de perfes eékpressédo génica podem
fornecer informacgdes adicionais sobre o comportamieioldgico destas neoplasias,
identificar biomarcadores diagnosticos e prognostice conduzir ao
desenvolvimento de novas abordagens terapéuti¢tdsBISZ e D’ADAMO 2007;
SKUBITZ et al. 2008; BECK et al. 2010b). Um desabarticular na classificacéo

dos sarcomas € elucidar a natureza dos sarconma@fecos. Atualmente, o termo
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SP (antigo FHM) é utilizado para designar SPM gée apresentam uma linha de
diferenciacdo celular especifica e onde foram édakia diferenciacdo epitelial,
melanocitica e linféide. Resumidamente, trata-seurediagnostico por excluséo
(DEI TOS 2006; FLETCHER 2006; THWAY 2009).

Estudos de expressdo génica em larga escala témreadizados para
caracterizar perfis genéticos. Estes estudos indmae os SP n&o representam uma
entidade biologica distinta, mas uma colecdo hgérea de sarcomas de alto grau
que compartilham padrdes de expressdo génica ctnososarcomas de alto grau
assim como a presenca de caridtipos complexoscipalmente com os LM
(NIELSEN et al. 2002; SEGAL et al. 2003; BAIRD dt 3005; FRANCIS et al.
2007; NAKAYAMA et al. 2007; CARNEIRO et al. 2009;EHEK et al. 2010a;
KONSTANTINOPOULOS et al. 2010).

Um dos primeiros estudos a avaliar o perfil de esgdio génica pela
metodologia demicroarray foi realizado por SHMULEVICH et al. (2002). Os
autores analisaram trés amostras de pacientes ddme Lconcluiram que a
heterogeneidade intratumoral nédo influencia sigativamente o padrdo de
expressao génica. FRANCIS et al. (2005) avaliardnetarogeneidade intratumoral e
intertumoral de SP e LM. Os autores utilizaram aitaostras de um Unico caso de
SP e 10 amostras de um unico caso de LM, compa@ndesultados com amostras
provenientes de 20 casos de SP e 16 casos de LEimAstras provenientes de um
mesmo caso se agruparam em analises de clusterizi@gérquica. Eles concluiram
gue a heterogeneidade intratumoral parece ter ymdta pequeno na variabilidade
dos perfis de expressao génica, porém, pode temgpacto maior nos resultados de

séries pequenas de tumores e limitar a validadecledos.



77

No presente estudo comparou-se o perfil de expragidica de 44 amostras
tumorais, correspondendo a 22 LM e 22 SP, utitipam plataforma da Agilent (4 x
44K).

Todos os tumores foram revisados por um mesmogqupsthd que utilizou
analises de imunoistoquimica, na maioria dos cgsas, corroborar o diagnostico
histopatolégico. Os principais marcadores muscslatdizados foram: AML, HHF-
35, desmina e, em raros casos, calponina e caldedhiguns casos poderiam ter
sido diagnosticados como lipossarcomas ou mixagamomas, porém, a falta de
evidéncia histologica e os dados fornecidos pelmsiomarcadores testados levaram
a classificacdo de SP. Entretanto, nao é posdésslartar completamente as outras
possibilidades diagndsticas. Considerando as eaistitas morfologicas e
imunoistoquimicas, quatro SP (SP2T, SP7T, SP18FP1®F) e quatro LM (LM6T,
LM7T, LM16T e LM20T) foram os mais dificeis de draggticar. A morfologia de
todos estes casos ndo foi caracteristica e podes&nmomeados apenas como
sarcomas de alto grau SOmd{assificaveis O diagndstico de SP e LM pouco
diferenciados é complexo e muitas vezes a morfalogi os marcadores
imunoistoquimicos  disponiveis ndo sdo suficientesarap classifica-los
adequadamente. Por isso, outras metodologias, penfis de expressao génica em
larga escala, podem ser utilizados como ferrameadasonais para diferenciar os
sarcomas pleomorficos.

A andlise de expressao génica utilizando ferramset¢abioinformatica para
clusterizag&o hierarquica ndo supervisionada m@sulé deteccdo de quatro grandes
agrupamentos nao sendo possivel separar as dupkagiee. Todos 0S grupos

apresentaram os dois tipos tumorais, SP e LM. @gwro e quarto agrupamentos
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apresentaram mais amostras de SP do que LM, sdtésae cinco a dois,
respectivamente. Por outro lado, o segundo agruptanagpresentou mais amostras
de LM (10) do que SP (trés). Na tentativa de sepestes subtipos de sarcomas,
diversas outros testes ndo supervisionados foratizados, seja excluindo os
pacientes com a sindrome de Li-Fraumeni, os pa&semom metastase ao
diagndstico ou até mesmo selecionando os casodde ISV considerados mais
caracteristicos pela andlise histopatoldgica %).nenhuma das analises realizadas
foi possivel encontrar um grupo formado apenas ysordos subtipos tumorais.
Interessante notar que o grupo formado pela anaéisesupervisionada dos casos
mais caracteristicos resultou em um Unico grandgogisubdividido em varios
pequenos subgrupos, lembrando a forma de uma daScaugerindo que todas as
amostras estdo bastante relacionadas entre si.

Diversos relatos na literatura mostram a grandecbenca entre os SP e
outros SPM de células alongadas, principalmenteMsDesde a década de 1980
comecaram a surgir estudos que questionavam, dmaaaneira ténue, o SP como
entidade diagnostica. A partir do comegco dos an@30 leste questionamento
aumentou drasticamente devido a publicacdo de tigogsor FLETCHER et al.
(1992), que foram os primeiros a questionar seRoer@m uma entidade diagndstica
distinta. Em uma série de sarcomas pleomorficosHECH et al. (1996)
demonstraram que a maioria dos casos que exibemtifacdo miogénica (LM ou
rabdomiossarcoma) frequentemente apresenta casicts histopatoldgicas
semelhantes aquelas presentes nos SP com morfastpaforme-pleomorfica.
Resultados obtidos por CGH (hibridagdo gendmica pewativa) cromossomico

mostraram que as alteracdes gendmicas eram sisndatee SP e LM (FORUS et al.
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1995; PARENTE et al. 1999; DERRE et al. 2001). Resdestudo pioneiro de
FORUS et al. (1995), que utilizaram pela primeiex \a técnica de CGH para
analisar SP e LM, até o recente estudo publicad@ARRAMENDY et al. (2008),
todos mostraram grandes semelhancas do padradedagcées gendmicas entre 0s
SP e LM.

LARRAMENDY et al. (2008) avaliaram 102 SP e 82 Lé/verificaram que
a distribuicdo do padrao de alteracdes gendmica®rsicapaz de diferenciar os SP
dos LM, sugerindo que a maioria dos SP poderiaesgmtar o uUltimo estado de
progressao dos LM. Analises de CGH sugeriram qu8RP@oderiam ser incluidos
em dois subgrupos. Um caracterizado por alteragéeémicas complexas que séo
muito semelhantes as encontradas em LM, ou semguamde proporcdo dos SP séo
LM que foram classificados como SP quando indifeisdos. O outro grupo de SP,
caracterizado por ganhos recorrentes ou amplifesagda regido 12q13-ql5, e
localizados preferencialmente no abdomen e retitopay, poderiam corresponder a
lipossarcomas (CHIBON et al. 2002; CHIBON et al02p Outros estudos de CGH
cromossémico também encontraram grandes semelhaocaadrdo de ganhos e
perdas gendmicas entre lipossarcomas e SP, o fjuear@ teoria de que estes dois
tipos de sarcomas podem formar uma Unica entidedmastica (COINDRE et al.
(2003; COINDRE et al. 2004; IDBAIH et al. 2005).

O presente estudo apresentou trés casos de $F,(SP11T E SP12T),
cujo diagndstico ndo descarta a possibilidade darséP desdiferenciados ou LP
mixoide. As amostras de SP que poderiam correspoadeP desdiferenciados
(SP11T e SP12T) se situaram no retroperitonio erdim parte do primeiroluster

em analise ndo supervisionada de todos 0s casos.
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Na literatura, os estudos de perfis de expreséaxa também nao foram
capazes de separar os SP de LP e principalmert®.dgm dos primeiros estudos
para avaliar o padrdo de expreséo génica de SP ®iltdalizado por NIELSEN et
al. (2002). Os autores investigaram 41 SPM utiivanma plataforma de cDNA
microarray de 5K. A analise de agrupamentos mogjuei 0s sarcomas sinoviais,
GIST e tumores neurais apresentaram padrdoes dess&or génica caracteristicos,
enquanto os SP se agruparam juntamente com LM esém, formar entidades
distintas. De maneira semelhante, NAGAYAMA et aD@2) estudaram 47 SPM em
plataforma de cDNA microarray de 23K e também ndieseguiram diferenciar os
SP, LM e LP em analise de agrupamento hierarque®RD et al. (2005)
analisaram181 amostras, representando 16 tipcardensas, utilizando a plataforma
de cDNA-array de 12k e verificaram que os SP naodwamclustersdistintos, mas
se agrupavam juntamente com tumores pobrementeemtiados, como LP
desdiferenciado e pleomorfico e tumores da bairtaetvo periférico e alguns
leiomiossarcomas. Os LM formaram o grupo adjacerds analise nao
supervisionada, acaluster formado pelos SP e demais tumores pobremente
diferenciados.

DETWILLER et al. (2005) utilizaram plataforma ddfyimetrix de 22K
para estudar o padrdo de expressdo génica de @3rser humanos e 14 tecidos
normais. A andlise de agrupamento hierarquico t@s@m trés grupos: um formado
por 13 tecidos normais e um lipossarcoma, um foomaol amostras de GIST,
fibrossarcoma, sarcoma sinovial e lipossarcoma etaroeiro grupo composto de
amostras de SP, LM, lipossarcomas, fibrossarcomama amostra de pele.

HENDERSON et al. (2005) analisaram o padréao deesg@aio génica de 96 amostras
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de sarcomas e mostraram que os LM e SP apreserdaraior diversidade génetica
que se sobrepbe a outros tipos tumorais e nos edasfoi possivel encontrar
marcadores distintos. NAKAYAMA et al. (2007) utdimm a tecnologia de
oligorrays para analisar a expressao génica de 105 amostraengentes de 10 tipos
de tumores de partes moles. Os SP apresentararfarglades no padrédo de
expressdo génica com outros tumores, como LM, LBrodsarcomas,
mixofibrossarcomas e tumores malignos da bainhaedwo periférico. Amostras
destes cinco tipos de sarcomas puderam ser ofaski emclusters Unicos
baseados nos perfis de expressdo génica apos us@xaos SP. Trés dos 21 SP
apresentaram grande similaridade com um dos cipos e sarcomas tanto do
ponto de vista molecular como histolégico. Por @ildéido, os 18 casos restantes de
SP apresentaram pouca ou nenhuma semelhanca diistolbm 0s outros tipos
tumorais, porém, 12 amostras tiveram similaridadederada em termos de
expressao génica.

Estudos mais recentes também nao foram capazeiéedenciar os SP dos
LM. CARNEIRO et al. (2009), utilizaram uma platafta contendo 27649
sequéncias de cDNAs para comparar especificamepéeliéio de expressdo génica
entre 18 amostras de LM e 31 amostras de SP. ©seaubmbém utilizaram uma
plataforma de BAC arrays de 32K para avaliar aa¢did do niumero de copias de
DNA. A andlise de clusterizacdo hierarquica naeestipionada, tanto para o padréo
de expressdo génica como para o perfil de varidgaoimero de copias de DNA,
nao diferenciou estes dois tipos tumorais. Utildmmo software SAM, foram
identificados nove geneJAGL3, D4S234E, KIAA1729, PDLIM5, TEAD3, TPM2,

ALDH1B1, TRDMT1 e DHODHcapazes de diferenciar os LM de SP, porém, testes
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estatisticos posteriores mostraram que estes méeguiam classificar corretamente
estas neoplasias.

GIBAULT et al. (2011) analisaram 160 amostras déMSPom gendtipo
complexo, por andlise integrada de CGH-array dlprfexpressao génica em larga
escala. O teste hierarquico ndo supervisionaddidids amostras em cinco grandes
grupos. Ocluster A foi composto quase que exclusivamente por amesie LM
bem diferenciados. ©lusterB foi formado por poucas amostras de SP e LM, que
apresentaram perfis de alteracdes gendmicas (CfaM}aelativamente simples, e
foram caracterizadas pela diminuicdo de expressdgethes relacionados com a
reacao inflamatodria e o controle da mitosecl@ter C foi composto por SP e LM
pouco diferenciados e de alto grau de malignid&dges tumores apresentaram
expressao aumentada em genes envolvidos com abaslpsdliferacédo celular e com
a matriz extracelular. Entre 40 e 50% dos casossaptaram perda nos
cromossomos 1q, 2g e 13. O grupo D foi compostospocomas de extremidades,
envolvendo SP, mixofibrossarcomas e LP pleomorfieose associaram com a
expressao aumentada de genes que codificam ostwionss estruturais da matriz
extracelular. Mais de 55% dos casos exibiram pendasregidoes 13q e 16q. Por
altimo, o grupo E correspondia a sarcomas de eidgaias de alto grau histoldgico,
a maioria indiferenciado, caracterizado pela exd®saumentada de genes
relacionados com a reacao inflamatéria, assim adongeneDKK1 em mais de 70%
dos casos.

Baseados nos estudos descritos na literatura eoajetivo de identificar se
h& subgrupos de tumores caracterizados por alesagénéticas particulares foram

realizadas andlises supervisionadas. Inicialmestargdlises englobaram todas as
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amostras e depois foram excluidos os casos comdxno8ie de Li-Fraumeni e os
casos com metastase ao diagnostico. Finalmentezaeade uma analise
considerando os 24 casos de SP e LM mais cardiciesiguanto a morfologia e
imunoistoquimica. Novamente, nenhuma destas asalise capaz de separar
completamente estas duas neoplasias. Este tipoalieeafoi capaz de separar um
grupo formado apenas de LM, porém, no grupo dedsdnf observados seis LM
(LM3T, LM4T, LM10T, LM19T, LM20T e LM-02), se conderadas todas as
amostras. Estes tumores foram classificados comdadkados nas caracteristicas
morfologicas e nos resultados da andlise imunaistoiga. A analise para
marcadores imunoistoquimicos néo foi realizada ap&o caso LM3T, porém, este
caso apresentou uma morfologia caracteristica. oo lado, o caso LM20T
apresentou um desafio maior devido a morfologia padrdo de imunomarcadores
testados que foram pouco caracteristicos. Estasiaseamostras de LM também se
agruparam com o0s SP em andlises supervisionada®ripes. Mesmo se
considerada apenas a analise supervisionada dusté@isos de SP e LM, observou-
se que as amostras LM4T e LM10T se agruparam cdd®os

Na analise supervisionada para todos os casosnestras de LM que se
agruparam com os SP foram todas de extremidadgsaeto as 10 amostras de LM
de retroperitdénio fizeram parte dtusterunico de LM. Este teste gerou 390 genes
diferencialmente expressos apenas em LM quandoam@aip ao grupo formado por
SP e LM, sendo 16 com expressdo diminuida e 374ecquressdo aumentada. As
analises do KEGG e do GG¢ne Ontologyrevelaram que a maioria dos genes com
expressdo aumentada estava associada com a funisgolan, enquanto os genes

com expressdo diminuida se associavam com genespiesta ao stress e hipoxia.
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Muitos genes com funcdo muscular apresentaram gaeirdiaumento de expressao
no grupo formado apenas de LKI change< 1). Entre estes genes estéo incluidos
ACTAIL ACTAZ ACTGZ2 CALD1, CNN1 LMOD1, MYLG MYLK, MYOCD, SMTN
TAGLNe TPM2

Na literatura ha relatos descrevendo subgruposvieu. SP que se agrupam
em clustersunicos. Em LM, o padrdo de expressao génica diéeado diz respeito
ao aumento de expressao de genes relacionadosuogaofmuscular. NIELSEN et
al. (2002) identificaram um grupo de LM compostosdes amostras com expressao
diferenciada em 24 genes, relacionados principakneaom a estrutura e funcéo
muscular, incluindcACTG2 MYH11l MYPT2, MYLK, LMOD1ACTA2, MYRL2
SGCAe SLAR Por outro lado, LEE et al. (2003) identificaram gubgrupo de trés
amostras de SP, caracterizado por 21 genes difelmeate expressos, relacionados
principalmente com metabolism&€TPS SYK e ACAT2 e resposta ao estresse
oxidativo HSPE1 e HIF1A). Outro subgrupo de nove SP foi identificado por
SEGAL et al. (2003), caracterizado pela expresséeticial deGFPT2 EMP3
ANXAl e FTSJ1 Os mesmo autores encontraram um subgrupo de diMo
caracterizados pela expressao aumentada dos gz CNN1 LOMD1, MYLK,
LAMAS3 MYH11le TPM1 BAIRD et al. (2005) identificaram dois subgrupes SP;
um associado com os genes de perfil muscut@osina X, sarcoglicano B
tenascina ¢ e o0 outro relacionado com genes de resposta iiBdM1, MX1,
DAP10, PLCG2e FOLR3. Em SPM, DETWILLER et al. (2005) examinaram o0
padréo de expressao génica de 38 sarcomas e ddst@armais e demonstraram que
as amostras tumorais apresentavam um padrdo distiat expressdo génica,

composto por 107 genes relacionados com hipoxia, pgrmitia distinguir estas
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neoplasias dos tecidos normais. Entre os varioesgeom expressao aumentada
pode-se citar dlIF-1a. As analises supervisionadas da presente casuististraram
que o grupo formado apenas de LM apresentou exjregsnentada de varios genes
relacionados com a diferenciacdo de funcdo musailgue foram descritos em
outros estudos, comACTG2 MYLK, LMOD1, ACTA2 TPM2 e CNN1 Por outro
lado, o grupo formado por todos os SP e os restdoie apresentou expressao
diminuida dos genes de diferenciacdo muscular en&hor caracterizado por um
conjunto de 16 genes com expressdo aumentada esequelacionaram com o
metabolismo e transporte transmembrafi®dM13 e SLC39A7, resposta ao stress
oxidativo PYCRJ), regulacdo da transcricadiNIX1) e atividade de oxiredutase
(HMOXY).

Um estudo recente também identificou grupos difdestos de LM. PEROT
et al. (2009) conseguiram separar, por analisesngervisionada, um conjunto de 19
LM e 17 SP. A Unica excec¢ao foi um caso de LM quiagrupou com os SP. Vale
ressaltar que o diagndstico destes casos segtiuiasirigidos e utilizou amostras
caracteristicas para os dois tipos tumorais, tdatponto de vista morfolégico como
imunoistoquimico. Um caso foi considerado LM benfeminciado quando
apresentou morfologia caracteristica e marcacéibiygopara quatro marcadores de
musculo liso em ensaios de imunoistoquimica (SMAlpanina, transgelina e
caldesmon). Por outro lado, um caso foi conside@@qor apresentar morfologia
caracteristica e negatividade para um ou mais marea musculares utilizados. Este
estudo mostrou, por analises de CGH-array, FISHr8l ple expressdo génica em
larga escala, que o gene da miocardM& QCD estava altamente amplificado e

com expressao aumentada nos LM retroperitoniaisshos A inativacdo deste gene
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pela técnica de shRNA ocasionou uma reducéo dreandé diferenciacdo muscular
lisa e reduziu fortemente a migracdo celular. Potroolado, na presenca de
expressao dMYOCD (em trés linhagens de SP e uma linhagem de Ld?jiadorte
diferenciacdo da musculatura lisa e um aumentabdidade migratoria das células.
Estes resultados demonstraram que os LM retrop&ito dependem da
amplificacdo e aumento de expressadid¥OCD Os dados sugeriram que nos LM
bem diferenciados, o fendétipo de musculo liso pseleresultado da aquisicdo de
uma alteracdo gendmica, portanto, estes tumore@@essariamente derivam de
células inicialmente relacionadas com a difere@mate musculo liso.

Mais recentemente, GIBAULT et al. (2011) analisamniranscriptoma e o
genoma de uma série de 160 amostras de sarcomagemudtipo complexo. A
analise nao supervisionada permitiu a deteccadnde clusters Com excecéo de
um SP, o primeiraluster foi composto apenas LM bem diferenciados (27 9asos
localizados principalmente no retroperitonio (64%s dcasos). Estes tumores
apresentaram expressao aumentada de genes refl@Soc@am a organizagcdo do
citoesqueleto e diferenciagdo do mdusculo liso. Eantiqular, estas neoplasias
apresentam expressao aumentadsld®CD Em nosso estudo foi possivel verificar
a expressdo aumentadaM¥OCDnNno grupo formado unicamente por 16 LM, sendo
a maioria composto por LM de retroperitbnio (1@fetessante notar que os demais
6 LM que se agruparam com os SP e ndo apresendaeapressdo aumentada deste
gene eram todos de extremidades. Estes resultamlusordam com os dados
apresentados pelo grupo francés de sarcoma, queomasimportancia deste gene
para a diferenciacdo de mdusculo liso, principal@enos LM retroperitoniais

(PEROT et al. 2009; GIBAULT et al. 2011).
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BECK et al. (2010a) combinaram os resultados dfil pler expressao génica,
CGHe-array e imunoistoquimica para caracterizarutigos moleculares de 51 LM
de partes moles. Andlises de expressao génicakeigterizacdo ndo supervisionada
mostraram trés grupos de LM. O primeiro grupo faracterizado por genes
envolvidos com a diferenciacdo e funcdo musculémale genes codificadores de
fosfoproteinas e proteinas quinases (inclui@®dlLD1, SLMAR DMD, ACTG2
CFL2 e MYLK). Por outro lado, os genes expressos no segungm ggstavam
relacionados com o metabolismo de proteinas eaegaoldo ciclo celular; enquanto
no terceiro grupo, 0s genes estavam associadospom@inas extracelulares e de
resposta a lesdes, assim como ao desenvolvimentogdes. A analise de CGH-
array em 20 casos de LM mostrou que os subtipoeaulaires, definidos pela
analise de expressao génica, apresentavam altsrgedéticas distintas. Os tumores
do primeiro grupo mostraram um aumento signifi@atna variacdo do numero de
copias de DNA, principalmente perdas em 16924 e 6.1pBnsaios de
imunoistoquimica identificaram cinco marcadores momeiro grupo de LM
(“enriguecidos com genes musculares”) que, porveza estavam associados com
uma melhora da sobrevida dos pacientes. Como tivabpincipal do nosso estudo
foi separar molecularmente os LM dos SP, ndo @@alis analises supervisionadas
ou ndo supervisionadas especificas apenas pam@sos de LM, porém, a pesquisa
usando a base de dadeene OnthologyGO), apds analise supervisionada de todos
0S casos, revelou que o grupo formado apenas de apkksentou genes
diferencialmente expressos referentes a difereficiagde fungdo muscular,

metabolismo de proteinas e desenvolvimento de srgamerindo que a presente
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casuistica de LM pode conter os trés subgruposamales de LM descritos por
BECK et al. (2010a).

As analises realizadas ndo permitiram separar @éagids de sarcomas quanto
a sua localizacdo anatdmica. Nem mesmo os trés cesearcomas localizados no
tronco (LM5T, SP14T e SP16T) ou de cabeca e pes(®edT e SP8T) ficaram
agrupados em um Uunicgaluster Os sarcomas retroperitoniais (19 casos) se
distribuiram pelos quatro grupos, principalmentesegundaluster Ja os sarcomas
de extremidades (21 casos) estiveram presentesda® s grupos, com preferéncia
no terceiro (nove casos) e quarto (cinco caso$agiUA analise supervisionada dos
casos referentes aos sitios anatémicos também an&apaz de formaclusters
anicos. Nesta analise os sarcomas de tronco sd@omd@am com 0s sarcomas de
retroperitbnio, enquanto os sarcomas de cabecam@e Sse relacionaram com 0s
sarcomas de extremidades. Os casos que desenwolveedastase ou recidivas
durante o seguimento clinico ndo tiveram relacdoe@dfica com nenhum dos
clustersobtidos da analise ndo supervisionada e se digtiin por todos grupos. Os
dados apresentados concordam com os descritosypBDBet al. (2005). Os autores
utilizaram andalises ndo supervisionadas na teatatile associar algumas
caracteristicas clinicas com o padrdo de expragddica em SP e LM, porém, em
nenhum dos casos foi possivel distinguir o sitiat@mico, grau tumoral e lesdes
metastaticas.

REN et al. (2003) foram os primeiros a sugerir gseLM poderiam ser
separados por diferengcas nos padroes de expredsi@a gegundo a diferenciacéo e
a agressividade dos tumores. Os autores idengfit®2 genes que distinguiam LM

de baixo grau, alto grau e metastaticos. LEE e(28l04) realizaram uma analise
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hierarquica supervisionada e identificaram 355 gediderencialmente expressos
entre 20 tumores primarios e 7 sarcomas metasatmgo perfil de expresséo
indicava o desenvolvimento de metastases em LMpias. A maioria dos genes do
perfil metastatico codificava proteinas envolvidas ciclo celular (CDC27 e
CDK2AP1), transducdo de sinal (IFNAR2 e PAK2) e @pse (BCL2A1). No
presente estudo nao foi realizada uma analise dmmasido 0s casos metastaticos
(14) e ndo metastaticos (30) pelo pequeno numercages, porém, a analise ndo
supervisionada considerando todos os casos natouwewenhum perfil genético
associado a metastase ou recidivas.

LEE et al. (2008) avaliaram o pefil de expressauggéem uma série de LM
e identificaram niveis elevados de expressdo desgassociados a macréfagos
(CD163 e CD68), sendo confirmado por ensaios de imunoistoquingice uma
plataforma deissue microarray(TMA). As anélises revelaram que o aumento de
macrofagos nos sarcomas esta associado a um mgndgstico em LM néo
ginecoldgicos. Adicionalmente, ESPINOSA et al. @0Mostraram que a expressao
do CSF] citocina que induz a proliferacdo e diferenciag®d macrofagos e
monaocitos, e das proteinas de resposta a este (@63, FCGR3a e CTSL-1)
estdo correlacionadas a um pior prognéstico em Lieopldégicos e nao
ginecologicos. Neste estudo foi detectada a ex@wesmumentada dos genes
relacionados a macrofag@bD9 e CD671494somente nos LM. Entre os pacientes
com LM, seis morreram como consequéncia da doeimey por metastases e trés
menos de um ano apos a cirurgia de remog¢do do tiNactentativa de caracterizar
melhor e refinar a analise de expressao génicegieabu-se os genes com fdld

change0,7 entre os 390 genes obtidos por analise sigi@maida dos 44 sarcomas e



90

que separou um grupo composto unicamente por 16deMutro compreendido

pelos 22 SP e seis LM. Esta abordagem resultou EIng2nes com expressao
aumentada e 16 genes com expressao diminuida issfgan submetidos a analise
de redes, vias génicas, doencas relacionadas aofwsjular ou molecular com a
utilizacdo dosoftware Ingenuity Pathways Analygl®A) (Ingenuity Systems). Os

scores para cada item foram calculados pelo testt ele Fisher e sédo iguais a
—log (valor de P).

Entre 16 LM, os genes com expressao diminuida e aguesentaram o0s
maioresfold changeestéo incluidos ®@UXAP10(um gene da familia de homeobox
DUXA que regula apectos essenciais do desenvoltonealular) e oHMOX1
(codifica uma enzima essencial no catabolismo dpgheme). Por outro lado, entre
0S genes com expressdo aumentada e com mdadeshangese encontrou o
HDACS (codifica histonas importantes na regulacdo dastmécdo e na progressao
do ciclo celular) dMTA3 (associado a metastase) e os gdek2L2 e BAD, que
codificam proteinas conhecidas que regulam os psosede apoptose e morte
celular. Esta andlise também resultou na ideatifio de nove redes génicas com
scores significativos 6oftware Ingenuity Pathways Analysisigenuity Systems
sendo quatro principais. Trés destas redes géajpasentaram genes associados
com o desenvolvimento e fungdo muscular, alguneoéspos de musculo liso,
demonstrando que estes genes além de conferieeemiifagdo muscular aos LM
(facilitando o diagnéstico), também regulam impotea vias e fungdes celulares. A
principal rede génica alterada esta relacionad@emghs do sistema reprodutivo,
desenvolvimento e morte celular. Os ge®d3TN3, LPPe SMTN associados a

funcdo muscular se relacionaram nesta rede géaid&?P foi identificada como
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uma proteina altamente expressa em tecidos de holiscu(GORENNE et al. 2003,
GORENNE et al. 2006). Por outro lado, a SMTN fcsatéa inicialmente por VAN
DER LOOP et al. (1997) como sendo uma proteina itlmesguelo expressa
unicamente em células musculares lisas contrdéstsdos imunoistoquimicos mais
recentes sugerem que a proteisrmootelina € um marcador especifico para
neoplasias de musculo liso do trato gastro-intaktm pode ser utilizada no
estadiamento do cancer de bexiga (COCO et al. ZDOYNCIL e HAMEED 2009;
BOVIO et al. 2010). Outros genes alterados (expessumentada) encontrados
nesta rede foram ®HRA que codifica um receptor hormonal tireoideano e cuj
mutacéo esta associada ao cancer de figado (CHARIVMALSKY 2010); oMUC1
que codifica uma fosfoproteina glicosilada ligadamambrana cuja expressao
aumentada esta associada ao cancer de mama e Buprggnostico no cancer
gastrico (LACUNZA et al. 2010; RETTERSPITZ et a01®); e o gene da familia
dasheat shock proteins HSPBdye esta associado com varios tipos de cancer, como
cancer de cabeca e pescoco (ZHU et al. 2010). ©oUgéne com expressao
diminuida no grupo de LM presente nesta rede féiMOX1, cujo aumento de
expressdo foi detectado em uma série de tumoretuiido adenocarcinomas,
hepatomas, glioblastomas, leucemias mieldides eoses de Kaposi). Este gene
atua no processo de apoptose, proliferacédo, invagaetastase das células tumorais
(JOZKOWICZ et al. 2007).

A segunda rede compreende genes relacionados cdolop morfologia e
morte celular. Nesta rede se encontram genes thgakados processos de apoptose
e morte celular, como BCL2L2e BAD, os quais estdo associados a varios tipos de

cancer como carcinoma de figado e de pulmdo (CRARIF-Cet al. 2009;



92

GALMICHE et al. 2010). Outros genes importantesoen@umento de expressao
foram o SRCe ILK, os quais regulam uma grande variedade de furcgakares.
Estudo recente relatou o0 aumento de expressaotiEina SRC e sua relacdo com a
proliferacdo e progressdo de neoplasias malignagpetia (melanoma maligno,
carcinoma de células escamosas e carcinoma das®asais) (LEE et al. 2010). A
expressdo elevada da ILK foi relatada em uma vadedde canceres e
correlacionada com caracteristicas de pior progridsPONTIER et al. (2010)
relataram correlacdo entre o aumento de expressd@emnkelLK com a progressao
dos tumores de mama HER2 positivos. Outros estadssciaram o0 aumento de
expressdo da ILK com a resisténcia a drogas quendipicas em adenocarcinoma
ductal de péncreas (SCHAEFFER et al. 2010) e cora omnor sobrevida em
pacientes com astrocitoma (LI J et al. 2010). Nesti®, o Unico gene relacionado
com funcdo muscular que apresentou diferenca dessgo (aumento) foiACTNL1.
SLATER et al. (2007) detectaram a perda total adefma ACTN1 élpha-actinin

no carcinoma de endométrio e endometriose, indeanta similaridade entre estas
duas categorias no que diz respeito a funcao dalaseépiteliais e adesao.

A terceira rede apresentou 10 genes alterados \edeslem processos de
replicagdo, recombinacéo e reparo a danos no DN do ciclo e morte celular.
Interessante notar que nesta rede se encontrounntudeexpressao dos supressores
tumorais RBBP7e TP53INP1no grupo formado apenas de LM. Por outro lado,
também se encontrou aumento de expressadha3 um gene associado com
metéstase. Resultados semelhantes foram desaritosrecarcinoma, em oposi¢ao,
expressdo diminuida foi relatada em adenocarcinal@andométrio (BRUNING et

al. 2009, BRUNING et al. 2010). O ge@#EK1 encontrado nesta rede foi relatado
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como correlacionado ao desenvolvimento do cancenalea e de colon (JARDIM
et al. 2009; SOLYOM et al. 2010; TONIC et al. 201B3ta foi a Unica rede que nao
apresentou genes associados com a fungdo muscular.

Na quarta rede génica estdo representados gersegiag®s com a
movimentacdo celular, trafego de células imunesom © desenvolvimento e
funcionamento do sistema hematopoiético. Nesta fedem verificados genes
importantes associados a diferenciacdo e funcaocutanrs como oMYOCD,
MEF2C, SRF e PPP1R12A(todos com aumento de expressdo no grupo formado
apenas de LM). PEROT et al. (2009) e GIBAULT et @011) mostraram a
importancia da expressdao do geM&OCD na diferenciacdo muscular dos LM
retroperitoniais. A proteina MYOCD é um cofatomsaricional da proteina SRF, o
qual estava também presente nesta via (WANG Z &0ai3; WANG et al. 2004).
Estudo mais recente sugere a utilizacdo da miowanda classificacdo de tumores
mesenquimais do utero (LIANG et al. 2010). Estutbentes também sugerem a
relacdo dos genéSRFe PPP1R12Acom a progresséo do carcinoma hepatocelular
(BAI et al. 2008; KWON et al. 2010).

Os genes com funcdo muscular também se associasarpridcipais
categorias, obtidas pela andlise dos dados utilzarsoftware IngenuityOs genes
associados a funcao e desenvolvimento do sistequ@lético e muscular mostraram
a relacéo entre os genbbrL9, MYL6, MYOCD, SRF, CALD1, MEF2C, SM&N
HDACS5 assim como os associados a morfologia dos teaigesfoi composta pelos
genedMYL9 HMOX1, MYOCD, SRFeSMTN

Muitos genes também presentes nas quatro pringigadés génicas descritas

acima também estavam presentes nas quatro viasicande maiorescores O
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genesMYL6e MYL9 fazem parte de todas as quatro vias candnicasgaiacEstes
genes codificam uma das cadeias leves da miosiegublam a contracdo muscular.
Outros genes com funcédo muscular, con@Ad.M1, MEF2C e PPP1R12Aambém
fazem parte de duas ou mais vias candnicas.

Para complementar as analises de expressao géiieaos LM e SP, foi
utilizado o testeSAM de duas classes, com FDR=0, para fazer uma c¢ha}@o
hierarquica pareada entre quatro sarcomas (SP23T,SFP6T e LMA4T) e seus
respectivos tecidos adjacentes normais. Neste c@s0obteve 40 genes
diferencialmente expressos que separavam o gruporall do grupo normal. Os
genes com expressdo aumentada no grupo tumonartivemfold changevariando
de 2 a 34, enquanto 0s genes com expressao dimiapfdsentaram valores fiéd
changeelevados variando de 16 a 74. Nenhum destes 4 genmostrou alterado
na analise supervisionada entre os casos de SP.eAkMnotacdes das vias do
KEGG revelaram que os genes com expressdo aumentad&mores estavam
associados as vias de sinalizacaddB83e ao ciclo celular, enquanto os genes com
expressao diminuida se associaram a vias metabélicayeral.

Os quatro genes que apresentaram expressao dimiruéd maiores$old
changeforam o ALDH1L1, ECHDC3, SORBSle ARHGEF4 Uma revisao da
literatura revela dois relatos principais que rielaam esses genes com algum tipo
de cancer. LIN et al. (2001) associaram o ge@&RBSIom o desenvolvimento de
uma linhagem de hepatoma, enquanto KAWASAKI et(2003) relacionaram o
geneARHGEF4com o potencial migratério de células do tumor derc. Por outro
lado, os genes com expressao aumentada no grumoaluenque apresentaram o0s

maioresfold changeforam ANLN, PBK, TYMS MXRA8 FN1 e TOP2A Estudos
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recentes mostraram que o gé&i¢LN se encontra altamente expresso em carcinomas
de pancreas e o genéerMS estad associado com a eficacia do bevacizumab no
tratamento de pacientes com céancer colorretal tagtas (OLAKOWSKI et al.,
2009; PANDER et al., 2010). WAALKES et al. (201@rmrelacionaram a expressao
do geneé=N1 com um estagio avancado da doenca em pacientes&mwrar renal. O
gene PBK foi sugerido como marcador diagnostico entre aptamarcinomas e
carcinomas hepatocelulares, uma vez que esta fregnente expresso em
colangiocarcinomas e ausente em hepatocarcinomisn Alisso, a expressao
diminuida deste gene em colangiocarcinomas foicé$m a sobrevida diminuida
dos pacientes (HE et al., 2009). Recentemente, LEM#. (2011) avaliaram 100
amostras de cancer de mama e verificaram que agnpex HER2-positivos/
receptores hormonais negativos e sem amplificagaltOP2Aapresentam os piores
prognoésticos. Outro estudo correlacionou a expoes®i geneTOP2A com uma
melhor sobrevida livre de doenca para os paciepgesdos de cancer pulmonar de
células ndo-pequenas e que receberam quimioterdjpigante (YAN et al., 2010).

Os estudos dearrays de expressdo em sarcomas apresentam alguns
problemas, principalmente relacionados a raridasle@rdostras e a dificuldade de
classificar os mais de 50 tipos histolégicos reeaidos. Por isso, muitos estudos
incluem poucas amostras referentes a um subtipoldggco (3 a 10 casos) e néo
fazem distincdo entre localizagbes anatomicas. mdgrelatos consideraram um
grande numero de entidades diagnésticas como uina éategoria (WUNDER et
al. 2007; VERWEIJ e BAKER 2010; WEST 2010). EstudesSHMULEVICH et
al. (2002) e FRANCIS et al. (2005) demonstraram gueeterogeneidade tumoral

dos sarcomas pode ter uma grande influéncia nadtades de analises quando
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poucas amostras sdo consideradas, limitando aadelidos achados. No presente
trabalho foi utilizado um numero elevado de amas{dd) de apenas duas entidades
tumorais: 22 SP e 22 LM. Para 0 nosso conhecimérdtapenas um estudo que
utilizou nimero maior de casos: 31 SP e 18 LM (GIERRO et al. 2009). Os
autores utilizaram apenas amostras de extremidadgsanto aqui foram sarcomas
de quatro localizacdoes anatdmicas (extremidadesperitbnio, tronco e regiao da
cabeca e pescoco). As analises supervisionadas upérvisionadas ndo mostraram
correlacéao entre os perfis de expresséo e os aftadmicos.

A comparacdo dos resultados de expressdo génicadados da literatura
também apresenta dificuldade, pois diferentes asitatilizam diferentes plataformas
e estratégias de analise assim como diferentes RIMAgferéncia. Inicialmente se
utilizavam plataformas de expressamstomizadascom livrarias de CcDNA,
atualmente existem plataformas comerciais formadpsr oligoarrays
principalmente da Agilent e Affymetrix contendo grande nimero de sequéncias
gue sdo avaliadas em um unico experimentosdsvaresde analises foram sendo
aperfeicoados com o passar dos anos e atualmepesgsisadores dispdem de uma
gama de ferramentas de bioinformatica. A utilizag®d RNAs de referéncia
diferentes também pode levar a resultados compéetiamndistintos. Uma revisédo
detalhada da literatura revela a utilizagdo derelfies tipos de RNA de referéncia
em experimentos de expressdo génica de sarcomaséomesmo a sua nao
utilizacdo, como acontece nos experimentos em fptatas da Affymetrix. Por
exemplo, NAGAYAMA et al. (2002) utilizaram uma liagem de células tronco
mesenguimais como RNA de referéncia; NIELSEN .ef24102) utilizaram unpool

composto por 11 linhagens celulares e CARNEIROI.e{2809) fizeram uso do
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RNA de referéncia comercial (Stratagene, La JdllA, USA). Por outro lado,
existem varios trabalhos que ndo informam ou néadeclaro o RNA de referéncia
utilizado para comparacdo, como acontece nos seldoPRICE et al. (2007) e
YLIPAA et al. (2010). No presente estudo foi ualio umpool de RNA obtido de
15 linhages celulares como referéncia. Adicionabmeni possivel comparar o
perfil de expressao génica de quatro sarcomasserespectivos tecidos adjacentes
normais. Antes de realizar as comparacfOes toddsmsres e tecidos adjacentes
normais foram hibridados com o RNA de referéncia. atalise comparativa dos
quatro tecidos adjacentes normais e seus respectamcomas era esperado a
presenca de alguns genes de diferenciacdo muscidaeparassem 0S grupos, o que
nao aconteceu, provavelmente devido ao pequenoronldaeamostras analisadas.
Em resumo, neste estudo foi analisado o padraxplessao génica de 22
SP e 22 LM, na tentativa de separar molecularmesites neoplasias. Atualmente os
SP nao sao considerados uma entidade diagnéstitadedra, mas uma coletanea de
tumores pobremente diferenciados (LM, lipossarcomalsdomiossarcomas) nos
quais nao é possivel identificar uma linhagem eelespecifica (THWAY 2009). O
diagndstico destas neoplasias representa um vémadsafio para os patologistas e
muitas vezes apenas a analise da morfologia n@ficieate para identificar estes
tumores, sendo necessério a utilizacdo de outtagss para confirmar o dignostico
e excluir outros tipos tumorais (FLETCHER 2006; WE3010). As diferentes
analises realizadas ndo foram capazes de difereesias neoplasias e encontrar
relacdo de algum gene ou grupo de genes com aadséictes clinico-patolégicas. Os
SP e os LM apresentaram uma alta similaridade quaotpadrdo de expressao

génica. Andlises nao supervisionadas, até mesnloirda-se 0S casos controversos,
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falharam em agrupar apenas amostras de SP ou dePaMoutro lado analises
supervisionadas foram capazes de separar um geupMdio restante de casos de
LM e todos os SP. No grupo de LM foi observado mento de expressao de varios
genes associados com o desenvolvimento e a fung&oular, o que esta de acordo
com a literatura. Analises mais detalhadas pelitware Ingenuity revelaram que
estes genes também se associavam a importantes gédieas, responsaveis por
controlar praticamente toda a maquinaria celulaitr@@ genes associados a cancer
também foram encontrados alterados nas principdissrgénicas e vias candnicas.
Os resultados aqui apresentados reforcam a teemge os SP podem corresponder
a LM pouco diferenciados, assim como existem LM gpeesentam diferenciacao
muscular mais evidente que representaria um grup ffmem caracterizado e

diagnosticado, como sugerido por BECK et al. (2D10a
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CONCLUSAO

As analises de expressao génica global ndo foraazea de diferenciar os
Sarcomas Pleomoérficos dos Leiomiossarcomas;

Andlises supervisionadas identificaram um subgrd@d.M, caracterizados
pela expresséao diferencial de varios genes asssc@m o desenvolvimento
e funcdo muscular,

Os genes com funcdo muscular e que caracterizavg@ompo formado apenas
de LM, se associavam com redes e vias génicas tampes que controlam
importantes funcdes celulares, como o reparo asddooDNA e a morte
celular,;

N&o foi possivel identificar perfis de expressamig@ associados a
caracteristicas clinico-patolégicas, como metastasaliva ou sitio tumoral.
Os genes selecionados para analise por RT-gBER,(SRCSRF e TOP2A

confirmaram os achados dasaysde expressao em LM e SP.
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ANEXOS




Anexo 1 - Lista de genes diferencialmente expressos obtidos por analis
supervisionada de todos os 44 casos de sarcomas.

Genes
Bl1026064
SLC39A7
METRNL
HMOX1
BG118529
C9orf140
THC2668815
DUXAP10
CA337741
MAGEA2B
HMX1

A 32 P152696
SDF2L1
PYCR1
TIMM13
AF152351
IL17B
ITGB1BP2
SORBS1
CD359823
A2M
CX3CL1
GKAP1
Clorfl33
SHROOM3
TPM2
C12orf54
CAP2
SCRG1
FHL1
DSTN
LOC51149
CSRP1
C10orf116
RAI2
C2orf40
PDLIM5
LAMAS
MYL9
MYLK
BCHE
SPOP
ADHFE1
DMN
AK124702
SLC25A4
KCNMB1
NENF
FBXL22
KARCA1
LMOD1
RBPMS
LOC55908

Expressao
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

Fold Change
1.5089854
1.3028402
1.5422198
1.6509058
1.9717922
1.3659436
1.6543422
1.9624641
1.2113332
1.60263
1.3951862
1.4071614
1.4031483
1.5974721
1.2709258
1.1915805
0.5443541
0.5386763
0.53601027
0.6691924
0.6008792
0.6534483
0.640447
0.50003284
0.47280774
0.5782486
0.5393912
0.529457
0.4385267
0.549048
0.68825006
0.81603056
0.5963849
0.53997135
0.5463539
0.6077632
0.7065852
0.69825655
0.61344564
0.5115786
0.45901492
0.82347924
0.6527549
0.54789126
0.59502953
0.6362881
0.7211379
0.8171195
0.6529534
0.613887
0.5985782
0.575111
0.7134697




A 32 P214565
BF675806
SLC20A2
SEMAGA
HSPB7
RAMP1

ILK

BFSP1
AK130878
CDC42EP3
REEP2
TCEAL1

FRY

TAGLN
TPD52L1
PDLIM3
SELM
THC?2661433
FAM89B
ME3
ENSTO00000377548
PBXIP1
THC?2699924
TCEAL4
TCEAL2
LDOC1
MYCBPAP
CBX7
AMIGO2
GADD45G
CNN1

BOC
AF339771
CKMT2

A 24 P315256
LOC387763
ST5

MAOB
THC?2660651
GPRASP1
RYR3
BQ019626
Clorf142
Ch5orf4
Clorfl75
CLU
AK096580
SDHALP2
THC?2557134
AK123912
LOC653364
AK057923

A 24 P76210
AK130911
SALL2
THC2673161
ENSTO00000367169
ING4

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.5772532
0.59065264
0.7136668
0.7463925
0.5765764
0.49138224
0.78457975
0.7299431
0.5753566
0.63050723
0.6123399
0.640547
0.6016561
0.6339436
0.5172491
0.44182304
0.80656356
0.5707166
0.8683924
0.750355
0.69726783
0.78893644
0.6249751
0.70358354
0.5787822
0.64615285
0.55140626
0.7033727
0.6116415
0.6782379
0.5202636
0.6603748
0.70347065
0.5857985
0.7336124
0.64427185
0.8157673
0.54720277
0.625371
0.6026453
0.6422392
0.70467037
0.86465865
0.6627757
0.7136889
0.5670722
0.67691344
0.6281722
0.8038006
0.70212
0.76572317
0.60981756
0.75303155
0.6836029
0.6364833
0.57986474
0.6033278
0.844885




MSRA
ACTC1

RGN

C9orf18
TGFB1l1
THC2739236
THC2705989
THC2544977
MYL6
FLJ35220
JPH2
WBSCR17
FGL2
HCCA2

A 24 P600036
SUOX
FLJ41603
KIAA0649
BX117479
AK124281
AIG1
THC2669541
CA3
AL133090
TRIM6
THC2529452
RNF180
CASQ2
MRVI1
THC2505770
FNBP1
SCHIP1
ALDH1B1
ACTA2
BQ777622
NOXA1
LOC201229
SGCA
THC2646628
RDH5
LOC286254
ANG
BZRAP1
SRC
AJ710526
ENST00000354349
DKFZp686D0972
ENST00000372045
NME3
C21orf6
ATP1B1
ENST00000371207
EPHX2
THC2652817
THC2655298
HOP

SVIL

LDB3

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.8741925
0.64602077
0.58600354
0.616519
0.7280391
0.631808
0.63001925
0.73354405
0.8094318
0.726401
0.6778685
0.62292916
0.62282693
0.8079061
0.53628105
0.8232429
0.6690802
0.756276
0.57032
0.65388095
0.7279365
0.5828298
0.58289635
0.5725773
0.6813001
0.7616536
0.7336222
0.56808
0.6794553
0.77730143
0.7730555
0.6835969
0.69110525
0.67180085
0.7034156
0.7595172
0.72773707
0.68979406
0.6202969
0.6977325
0.74837303
0.73924905
0.6446928
0.80072105
0.65849376
0.72749734
0.6363338
0.42012072
0.83680135
0.7902041
0.7050132
0.6831574
0.61734766
0.60857064
0.72031575
0.69161993
0.681278
0.7061043




CA437634
FAM80B
PHYHIP
PAK3
PDLIM7
TMEMA47
MAP1B

ENST00000375855

RUSC2
ABTB1

AES

VPS28
WFDC2
THC?2645562
LOC400027
LEFTY2

A 24 P177634
CALM1
CHRDL1
CRELD1
TP53INP1
PLXNB1
PPP1R14A
FLJ45803
NT5DC1
FLJ30313
TMEM106C
BC038432
Cliorf2
LOC649003
HSPB8
SPG3A
CYHR1
COX7C
COX7A2
MICAL1
DDIT4L
RBP1

NHS
AK055112
AK055214
MYOCD
FHL2
AK055915
HSPA4L
CCDC102A
DAAM2

A 32 P182070
C6orf60
BX337332
A_32 P82580
LGI4
COX6C
LOC651275
TRAPPC2
RTDR1
APBB1
NBLA00301

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.66633815
0.7946352
0.6838513
0.6803995
0.8260334
0.6433277
0.76682836
0.60068744
0.82600623
0.8288828
0.8140003
0.88417345
0.6401867
0.65224403
0.82252413
0.7086016
0.8524742
0.8051721
0.5656857
0.8160403
0.79386705
0.6966736
0.66651237
0.6741438
0.7679209
0.71398276
0.7711011
0.7117454
0.8657844
0.8107418
0.5823413
0.7126839
0.8150104
0.85295635
0.8371606
0.7462828
0.5919679
0.6870627
0.62405926
0.70960605
0.71415454
0.73374933
0.7482641
0.68895787
0.6427596
0.7826694
0.7343606
0.7456113
0.7039166
0.718285
0.6671679
0.69289196
0.82130516
0.7923452
0.75542367
0.675822
0.77978015
0.68995917




PYGM
TCEALS
CALCOCO1
GPRASP2
MAPK10
DGKG
ZFP62
GABBR1
SMCR7
MAMDC?2
EFEMP2
BOLA1
ZMAT1
DIXDC1
AK123627
CYB5R1
R3HCC1
ACTA1
THYN1
PRELP
USP51
SEPW1
Al042308
LOC63920
Al659667
MSRB2
KIAAO0753
BAI3
C90rf103
Clorfl65
CCR10
ENST00000285206
FILIP1L
ZSCAN16
FOXJ2
ZBTB47
MBNL1
SH3BGRL
Fyco1
THC2537367
ITPKB
SLC2A8
C21lorf2
Al219192
HSPB1
C1QTNF2
THC2685393
CCDcCs81
BX419129
AF220235
LOC572558
MYOM2
C12orf57
EPHB6
CD9
ADAMTSS
PHACS
MANBAL

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.7284357
0.6900214
0.8795992
0.7245423
0.6275811
0.6549444
0.8310188
0.7891534
0.820728
0.6215212
0.8545279
0.8332979
0.7402712
0.67953223
0.7565436
0.8463264
0.8327166
0.65006465
0.83935803
0.64059186
0.7817232
0.7780178
0.6302344
0.76432365
0.69538945
0.8121436
0.8300848
0.6341091
0.7887293
0.70889175
0.80854726
0.74667895
0.76450217
0.79851675
0.8582174
0.8275452
0.80501556
0.6805633
0.7451499
0.6918664
0.79512286
0.86779535
0.74573016
0.73515636
0.8136381
0.75187486
0.7309575
0.734462
0.81107444
0.68974686
0.6647004
0.73326117
0.8542169
0.74149305
0.6957043
0.71695113
0.800246
0.822737




AOC3
ENST00000357802
BE780682
MEF2C
KCNJ8
NDRG2
LONRF2
TCEAL6
PCP4
DNAJB5
UQCRB
AW014342
LOC285382
ENST00000381800
TCEAL3
LOC152573
TSPAN2
ACTN1
TMOD1
PRKCDBP
CRIP3
DKFZp667E0512
ITFG3

GAS6
CD671494
AF087999
ISOC1
THC2650514
KIAA1737
ACTG2
EHBP1L1
RNF150

BAI2

ITIH3
THC2538568
TACC1
LRCH2
BC038512
ENST00000284767
NPNT
THC2674891
KHDRBS3
ZNF16

THRA
KLHDC6
AA495894
A_24_P928804
LOC400236
CLDND1
BC048201
SRF

FGF13
NUMA1
RSPO3
TDRD7

XK

RNASE4
PRTFDC1

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.63030624
0.8251387
0.8021337
0.8048486
0.6838771
0.7392628
0.5753972
0.7470701
0.56492436
0.76961285
0.84969
0.7277166
0.68370116
0.7603476
0.74890673
0.64295244
0.66002464
0.739447
0.6426155
0.8168565
0.774221
0.73741055
0.8770067
0.6617351
0.6344415
0.78185034
0.7047401
0.83308727
0.8367092
0.59997165
0.8129305
0.6463567
0.7371463
0.68477774
0.7247711
0.84309787
0.6868722
0.7625011
0.61563694
0.72353905
0.76092213
0.73971945
0.84393686
0.799446
0.7150993
0.75055146
0.7919217
0.805287
0.8880195
0.62331367
0.8467525
0.6631036
0.8123401
0.56999975
0.85024065
0.6380176
0.7186326
0.76571155




LMO1
MAGI2
BAD
AK000774
HSPA2
BCL2L2
NT5M
GPR161
MUC1
HAPLN2
PPP1R3C
THC2538534
NTF3
LOC729970
ATP1A2
ZNF250
CABC1
SDCCAGI10
CSRP2
SLC24A3
ENST00000325151
ChGn
MTA3
AK022030
SMTN
AF086032
CACNAI1C
LRRC49

A 23 P124177
HTATIP
BBS1
PRPH
HDACS5
LOC283152
ITIH4

PPIE

FLNA
AF086548
MOAP1
AA233733
THC2520542
ZNF671
CALD1
B1597240
LOC651154
RBBP7
AK129724

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.6741699
0.73629457
0.8585133
0.69446224
0.7810501
0.85645765
0.76735795
0.783815
0.7149594
0.7648761
0.63931775
0.7947591
0.6247419
0.7309076
0.58366317
0.8400718
0.81062734
0.8621676
0.6341851
0.65920204
0.8072539
0.7279812
0.86487585
0.88821447
0.7662147
0.7395103
0.73129576
0.818289
0.8271934
0.85993207
0.84273195
0.7005601
0.85237354
0.82773453
0.78961766
0.8742883
0.73866224
0.81216264
0.8104091
0.70971256
0.8022569
0.77056503
0.7411432
0.79779595
0.8118258
0.8110815
0.73680705




Anexo 2 - Lista de genes diferencialmente expresos obtigos analise
supervisionada dos casos (42) apds exclusdo dos casn a sindrome de Li-
Fraumeni.

Genes Expressao Fold Change
IL17B Aumento 0.64243263
ITGB1BP2 Aumento 0.5797615
CD359823 Aumento 0.6845056
A2M Aumento 0.5359316
SORBS1 Aumento 0.48574615
CX3CL1 Aumento 0.73016816
CSRP1 Aumento 0.55356425
Clorf133 Aumento 0.60456735
LOC51149 Aumento 0.5581434
ILK Aumento 0.5429021
Cl2orf54 Aumento 0.60814255
SCRG1 Aumento 0.5071694
RAI2 Aumento 0.7049499
GKAP1 Aumento 0.58548594
TPM2 Aumento 0.54111516
DSTN Aumento 0.649062
C10orf116 Aumento 0.58762515
SHROOM3 Aumento 0.6448901
ME3 Aumento 0.8134018
FHL1 Aumento 0.6976099
C2orf40 Aumento 0.60484
RBPMS Aumento 0.5638098
CAP2 Aumento 0.53837204
MYL9 Aumento 0.59560984
MYLK Aumento 0.65121245
PDLIM5 Aumento 0.6374582
LMOD1 Aumento 0.8281738
DMN Aumento 0.47133252
FBXL22 Aumento 0.72670776
AK124702 Aumento 0.5794723
ADHFE1 Aumento 0.8003698
NENF Aumento 0.593423
LAMAS Aumento 0.8213107
KARCA1 Aumento 0.8642143
AK130878 Aumento 0.6161366
THC2673161 Aumento 0.80569863
BF675806 Aumento 0.7003171
AK130911 Aumento 0.5259064
SLC25A4 Aumento 0.7174967
SPOP Aumento 0.6404766
BCHE Aumento 0.7498149
KCNMB1 Aumento 0.63164926
A 32 P214565 Aumento 0.5834803
SELM Aumento 0.6585966
FRY Aumento 0.6929176
NME3 Aumento 0.63912517
FAM89B Aumento 0.7212881
THC?2699924 Aumento 0.65134394
ST5 Aumento 0.5132219
Clorfl75 Aumento 0.5126755
MAOB Aumento 0.71001965
SLC20A2 Aumento 0.715799




LDOC1
SEMAGA
TAGLN
HSPB7
TRIM6
ENST00000377548
TCEAL1
LOC55908
Ch5orf4
TPD52L1
CNN1
RNF180
TGFB1l1
RAMP1
AK123912
MYL6
TCEAL2
Clorf142
TCEALA4
THC2661433
WBSCR17
AF339771
BFSP1

RYR3

HCCA2

ING4

A 24 P315256
BX117479
LOC653364
CDC42EP3
LOC387763
ENST00000367169
BOC
ENST00000371207
REEP2
SDHALP2
CBX7
AMIGO2

AES
GPRASP1
CLU
FLJ35220
BQ019626
SUOX
ENST00000372045
PBXIP1
MYCBPAP
GADD45G
FNBP1
PDLIM3
NOXA1
THC2660651
THC2739236
A 24 P76210
THC2544977
AK057923
AK096580
CCDC102A

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.4982479
0.68812984
0.80435157
0.5779445
0.8584479
0.7020908
0.5741222
0.60766643
0.70176625
0.73539346
0.6350671
0.79856163
0.8374752
0.72915256
0.55043715
0.7601063
0.6433792
0.64176214
0.5971833
0.65695894
0.66061807
0.6246675
0.6215164
0.70481056
0.61123127
0.8011321
0.5983396
0.5639771
0.7167069
0.703526
0.81552875
0.3861905
0.7944596
0.55636984
0.684902
0.76510316
0.4582945
0.7489024
0.6293223
0.6296303
0.75666696
0.7296029
0.6114435
0.6749488
0.7633008
0.6706456
0.625187
0.5685611
0.6170555
0.8763455
0.53583497
0.57763344
0.66686505
0.8155735
0.6668277
0.5398423
0.6828296
0.71808225




MRVI1

C9orf18
AL133090
FGL2

MSRA

A_ 24 P600036
THC2669541
FLJ41603
PDLIM7

SVIL

CHRDL1

HOP
ENSTO00000354349
THC2646628
THC?2557134
CKMT2
RUSC2
LOC286254
NBLA00301

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.6160916
0.8085668
0.6098699
0.8173485
0.7477263
0.66606295
0.5449994
0.5395503
0.6737834
0.5847463
0.5392912
0.63888794
0.5735511
0.48833066
0.8066296
0.7672161
0.5357702
0.42626223
0.5342367




Anexo 3 - Lista de genes diferencialmente expresos obtidos gualise
supervisionada dos casos (40) apdés exclusdo das casm a metastase ao
diagnéstico.

Genes Expressao Fold Change
IL17B Aumento 0.52829134
ITGB1BP2 Aumento 0.5262058
SORBS1 Aumento 0.5294845
CD359823 Aumento 0.66939086
TPM2 Aumento 0.57127565
RAI2 Aumento 0.5102326
A2M Aumento 0.5897533
C2orf40 Aumento 0.5778234
CSRP1 Aumento 0.5833231
PDLIM5 Aumento 0.69427955
ADHFE1 Aumento 0.63303614
MYLK Aumento 0.49919108
CX3CL1 Aumento 0.6491574
SCRG1 Aumento 0.44122088
MYL9 Aumento 0.5973626
FHL1 Aumento 0.5394514
LOC51149 Aumento 0.8119823
Clorfl33 Aumento 0.50435275
GKAP1 Aumento 0.64494663
NHS Aumento 0.582001
SHROOM3 Aumento 0.4909152
AMIGO2 Aumento 0.6001711
DMN Aumento 0.5286144
C10orfl16 Aumento 0.5396682
DSTN Aumento 0.69107395
LMOD1 Aumento 0.5840383
LAMAS Aumento 0.7073947
TPD52L1 Aumento 0.513486
CAP2 Aumento 0.53772646
GPRASP1 Aumento 0.56033224
AK124702 Aumento 0.5954822
SLC25A4 Aumento 0.63296205
A 32 P214565 Aumento 0.5688925
TCEAL1 Aumento 0.61406845
FBXL22 Aumento 0.6416993
NENF Aumento 0.80983347
SPOP Aumento 0.8208456
TAGLN Aumento 0.6161334
ILK Aumento 0.7750482
C12orf54 Aumento 0.5643051
LOC387763 Aumento 0.6181905
TCEAL4 Aumento 0.6835936
RBPMS Aumento 0.57002884
LOC55908 Aumento 0.70450366
KARCA1 Aumento 0.6145105
A 24 P600036 Aumento 0.5195343
CASQ2 Aumento 0.52589923
TCEAL2 Aumento 0.56485707
BCHE Aumento 0.4668209
THC?2661433 Aumento 0.55060303
BF675806 Aumento 0.5921353
Clorfl42 Aumento 0.852296




AK130878
THC2699924
SDHALP2
KCNMB1

A 24 P315256
HSPB7
PDLIM3
SELM
SEMAGA
CBX7
RAMP1
BZRAP1

ST5

PLXNB1
KHDRBS3
SALL2
AK057923

A 24 P76210
THC2705989
CDC42EP3
LOC400027
THC2529452
PBXIP1

FRY

REEP2
AK096580
C5orf4
CKMT2
BQ019626
MYL6

CLU

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.5667748
0.6136477
0.6124682
0.7239076
0.72058845
0.5979103
0.42725316
0.80511665
0.75625104
0.6870967
0.50804365
0.619352
0.8061579
0.6653035
0.7014207
0.6140344
0.5860663
0.74847484
0.61596197
0.62701476
0.7960133
0.73855966
0.78267735
0.60488176
0.62017095
0.6722961
0.65403455
0.5775553
0.6916879
0.80734223
0.5535101




Anexo 4 - Lista de genes diferencialmente expresos obtidos gualise
supervisionada dos casos (38) apds exclusdo dos casn a sindrome de Li-
Fraumeni e metastase ao diagndstico.

Genes Expressao Fold Change
IL17B Aumento 0.7175479
RAI2 Aumento 0.56011206
ITGB1BP2 Aumento 0.5826821
RNF180 Aumento 0.8740823
C2orf40 Aumento 0.616881
A2M Aumento 0.7712361
TPM2 Aumento 0.73583275
SORBS1 Aumento 0.6741091
FBXL22 Aumento 0.5662341
CD359823 Aumento 0.8212037
SUOX Aumento 0.64101744
CX3CL1 Aumento 0.6572193
CYB5R1 Aumento 0.6752834
MYL9 Aumento 0.6757423
SCRG1 Aumento 0.5741783
CSRP1 Aumento 0.6312721
RBP1 Aumento 0.61479086
SHROOM3 Aumento 0.601613
AMIGO?2 Aumento 0.68601584
ING4 Aumento 0.63091123
LOC51149 Aumento 0.8045823
Clorf133 Aumento 0.72951615
FHL1 Aumento 0.6975559
LAMAS Aumento 0.80609924
C10o0rfl16 Aumento 0.7240457
NENF Aumento 0.64649385
KHDRBS3 Aumento 0.75110215
MYLK Aumento 0.8284405
GPRASP1 Aumento 0.798063
FAMB89B Aumento 0.61009985
NHS Aumento 0.7451602
THC2505770 Aumento 0.8250861
PDLIM5 Aumento 0.8210643
BOC Aumento 0.71022666
A 24 P600036 Aumento 0.7907136
ABTB1 Aumento 0.88059366
KARCA1 Aumento 0.5846261
TAGLN Aumento 0.59313864
SLC25A4 Aumento 0.82856834
ADHFE1 Aumento 0.8280697
MAOB Aumento 0.70005554
LMOD1 Aumento 0.65743154
FGL2 Aumento 0.71072227
A 32 P214565 Aumento 0.561742
GKAP1 Aumento 0.807496
TCEAL1 Aumento 0.84761935
CRELD1 Aumento 0.8091193
LOC55908 Aumento 0.81709605
PLXNB1 Aumento 0.74417853
ILK Aumento 0.7154825
DSTN Aumento 0.7932265
AK124702 Aumento 0.7633166




THC?2529452
THTPA
PBXIP1
RBPMS

A 24 P315256
RUSC2

ST5
BC038432
PHACS
MSRA

CAP2

DMN
PDLIM7
SELM
AK096580
REEP2
TCEAL4
TPD52L1
SRC
EFEMP2
SMCR7
HCCA2
THC?2544977
CBX7

ITPKB
KIAA0649
THC?2557134
THRA
LOC387763
BQ019626
ENSTO00000377548
CASQ2
RAMP1
LOC653364
Clorfl142
CR616845
C2lorf2
PDLIM3
BAI3

CYHR1
THC2661433
KCNMB1
NANOS3
MRVI1
TCEAL2
SEPW1

BAI2

SALL2
THC2669541
SLC2A8
SLC40A1
SPOP
TGFB1I1
FLJ35220
ACTA2
BE795374
AK057923
AK123912

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.8111982
0.78461134
0.66793585
0.72191364
0.7352267
0.5937147
0.55272293
0.7901628
0.86864936
0.6652074
0.7314267
0.47354397
0.62093914
0.81647223
0.60185766
0.76521
0.7725035
0.6860192
0.62962383
0.7784885
0.7319106
0.6519302
0.5941361
0.8649759
0.6978587
0.8533435
0.7591825
0.7416263
0.6951875
0.7043865
0.632682
0.73607516
0.6883384
0.7139313
0.8405259
0.666827
0.7432841
0.59946966
0.65638924
0.8340226
0.73245364
0.7897392
0.7628023
0.6780298
0.8548663
0.7903461
0.5352575
0.6071831
0.70540994
0.89127636
0.6956632
0.6407332
0.6630997
0.7335404
0.85274297
0.7108128
0.85705876
0.7166503




LGI4
GPRASP2
R3HCC1
THC?2705989
Clorfl75
MYCBPAP
HSPB7
MANBAL
LOC201229
ENST00000325151
BHLHB9
CDC42EP3
ZSCAN16
FBLIM1
BCHE

CLU
FLJ45803
VPS28
C5orf4
AK130878
THC2739236
DAAM2
BAG1
SCHIP1
BAD
AK130911
SCGbH
PURA
ATP1A2
LDOC1
APBB1
THYN1
BFSP1
CCDC102A
RRAGA
ZSCAN18
CKMT2
HDAC5
LOC651154
ACTN1
FRY

ME3
Clorf203
COROG6
Clorfl22
USP51
C12orf54
ANG
COX7A2
MYL6
LOC400027
NOXA1
AK124281
SPG3A
LOC145783

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.60710764
0.8578293
0.58335316
0.7134877
0.80174994
0.8409696
0.7693326
0.78963697
0.8620571
0.71936345
0.6419099
0.84746087
0.81247836
0.76789796
0.6510056
0.7994675
0.7947179
0.7642864
0.87695956
0.785417
0.64348006
0.7488625
0.8532974
0.8452572
0.8243945
0.78388035
0.6818071
0.7215664
0.85090214
0.55891913
0.51653767
0.56357425
0.69212997
0.5970814
0.62289387
0.60811055
0.5775814
0.6486838
0.7176419
0.810794
0.686741
0.8147798
0.6320271
0.4835627
0.63482887
0.6521279
0.5430893
0.6367467
0.83906245
0.828699
0.540171
0.5727523
0.7345339
0.57945013
0.83271176




Anexo 5 - Lista de genes diferencialmente expresos obtidos gualise

supervisionada dos casos (24) de SP e LM maisteaisticos.

Genes
MAGEA12
TIMM13
MAGEA6
SLC38A6
HSD17B7P2
CA337741
BI1026064
MAPK13
MAGEA2B
AMIGO?2
IL17B
PDLIM5
CAP2
SHROOM3
BCHE
ITGB1BP2
TPM2
SORBS1
A2M
THC2661433
ADHFE1
GKAP1
FHL1
PDLIM3
CNN1
LAMAS
RAI2
LOC387763
DSTN
C2orf40
HSPB7
FTCD
C14orf65
LOC572558
BBS1
SALL2
BZRAP1
SCRG1
THC2655298
ENST00000285206
PTPRF
BI597240
FILIP1L
CX3CL1
LOC285382
TOX4
LOC55908
DMN
KIAA0649
ZSCAN18
TMEM27
ACTG2
CDC42EP3

Expressao
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Diminuicdo
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

Fold Change
1.6354046
1.2551867
1.6330463
1.2992396
1.3654788
1.2690853
1.6720037
1.4157853
2.0274642
0.5187305
0.48998165
0.69176745
0.4636492
0.36736372
0.3727083
0.53024006
0.5375153
0.49549055
0.5835521
0.45728374
0.6520849
0.61036676
0.4764148
0.36803383
0.39934647
0.66892296
0.5201944
0.55775553
0.6756567
0.5535742
0.49801984
0.7101013
0.7734543
0.5232195
0.79441196
0.5667837
0.54221463
0.3921736
0.616334
0.64303243
0.6715788
0.78902775
0.69030416
0.6199934
0.5614077
0.8352144
0.6797485
0.5166792
0.69378686
0.60278594
0.6170113
0.40334535
0.54165226




BTG1
FRY
AOC3
AF086261
XPA
SEMAGBGA
FBX0O21
CD359823
ZBED3
FBXL5
TXLNB
SDHALP2
KIAA0753
EIF1B

ENST00000284767

TCEAL4
KIAA1166
DYNLT1
NPNT

MPP2
BX098326
ACTC1
LRCH2

AlIG1
KIAA1505
AK130878
MAP1B
ALPK3
HSPB8
FLJ41603
BF675806
KIAA0182
THC2625435
TPD52L1
FXYD6
PTBP2
ZNF250
THC2652817
CCNI

SMTN
KCNJ8
THC2645562
TSPYL4
DKFZp686D0972
DKFZP761M1511
KIAA1737
PBX1

WDR6

NEXN
WBSCR17
AL133090
AK055112
AK123627
AK124281
THC2674306
MYCBPAP
MAPK10
RTDR1

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.79207087
0.54710805
0.5784464
0.63314664
0.83006763
0.69932294
0.8331037
0.6810989
0.6789654
0.831334
0.5731356
0.58098876
0.81592214
0.85833454
0.5462365
0.66908085
0.65221083
0.84775376
0.6185359
0.6412057
0.7227933
0.5804747
0.63307744
0.6775717
0.7238019
0.5159576
0.7325248
0.64779544
0.48557797
0.6024465
0.55015314
0.8034877
0.6875667
0.46838558
0.6205543
0.76552165
0.8329746
0.5443773
0.8700359
0.6629929
0.6783637
0.5525209
0.8347787
0.53514636
0.70051074
0.81269
0.62762374
0.82074475
0.6307305
0.58953816
0.51491416
0.7291986
0.75555104
0.5943903
0.56543994
0.51364666
0.5392644
0.6232891




SUSD4
ATBF1

ENST00000375855

DDIT4L
BX117479
SLC40A1

MYL9

MYLK
THC2683448
PFKP

FBXL22
SLC24A3
THC2557134
A_24 P76210
RBPMS
DKFZp586C0721

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento

0.632888
0.7595955
0.55284846
0.5625303
0.48400107
0.69495565
0.5970693
0.49330935
0.7610516
0.69881046
0.6332472
0.55331117
0.7797053
0.7115803
0.5698599
0.6889572




