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RESUMO

Carvalho Filho NP. Andlise do status dos genes NMYC, MDM2 e TP53 e
da expressao protéica de MDM2, p53 e pRb em pacientes portadores de
retinoblastoma submetidos a enucleacéao. Sao Paulo; 2015. [Dissertacao

de Mestrado-Fundacgéao Antonio Prudente].

Introducgédo: O estudo do ciclo celular e seus mecanismos de controle em
retinoblastoma tém identificado possiveis alvos terapéuticos. A relacao entre
0s genes TP53, RB1, MDM2 e NMYC na iniciagdo e desenvolvimento do
retinoblastoma estdo bem estabelecidas. Propomos estudar o status dos
genes MDM2, NMYC e TP53 e da expressao protéica de MDM2, p53 e pRb
em pacientes com diagndstico de retinoblastoma admitidos em um periodo
de dezessete anos no A.C. Camargo Cancer Center e correlaciona-los com
grau de diferenciacdo do tumor, lateralidade (unilateral, bilateral), extenséo
(intraocular, extraocular), infiltracdo de cordide e infiltragdo de nervo optico.
Material e métodos: 469 pacientes foram admitidos no periodo de 01 de
janeiro de 1986 a 31 de dezembro de 2003. Duzentos e vinte e cinco
pacientes foram considerados para analise levando-se em consideracéo os
critérios de inclusao e exclusédo. O status dos genes foi analisado através da
técnica de FISH (hibridizacao in situ fluorescente) e a expressao protéica por
imunoistoquimica. Resultados: a expressao protéica de MDM2 foi
observada em 67,1%, p53 em 64,9% e ndo houve expressdo de proteina
pRb; ndo houve amplificacdo de MDM2 e foi demonstrada amplificacédo de
NMYC em 8%,; a analise por FISH de TP53 falhou em todos os casos
avaliaveis. Nao houve correlacdo significativa da expressédo protéica de
MDM2 e p53 com as variaveis clinicas e patolégicas estudadas. Houve
diferenca estatistica significativa quando avaliamos a probabilidade de
sobrevida ap0s 5 anos com a expressao protéica de MDM2 nos casos de
tumores bem ou moderadamente diferenciados (até 30% - SG 5a: 97,5%;

maior que 30% - SG 5a: 89,5%; p = 0,015), nos casos de tumores



intraoculares (até 30% - SG-5a: 98,6%; maior que 30% - SG 5a: 94% ; p =
0,037) e nos casos sem infiltracdo de nervo optico (até 30% - SG 5a: 100% ;
maior que 30% - SG-5a: 93,5%; p = 0,02). Houve diferenca estatistica
significativa quando avaliamos a probabilidade de sobrevida apds 5 anos
com a expressao protéica de p53 nos casos de tumores intraoculares (até
20% - SG 5a: 97,3% ; maior que 20% - SG 5a: 85,5% ; p = 0,002), nos casos
bilaterais (até 20% - SG 5a: 96,2% ; maior que 20% - SG 5a: 75% ; p =
0,006) e nos casos sem infiltracdo de cordide (até 20% - SG 5a: 97,3%;
maior que 20% - SG 5a: 81,8%; p = 0,004). Conclusédo: a expressao
protéica de MDM2 e p53 neste estudo demonstrou ter impacto na sobrevida
global de subgrupos de pacientes e especialmente naqueles sem infiltracdo
do nervo o6ptico (MDM2) e sem infiltracdo de cordide (p53), portanto
candidatos a novos fatores prognésticos de facil execucdo e baixo custo na
pratica clinica diéria.



SUMMARY

Carvalho Filho NP. [Status analysis of the genes MYCN, MDM2 and TP53
and protein expression of MDMZ2, p53 and pRb in patients with
retinoblastoma underwent enucleation]. S&o Paulo; 2015. [Dissertacao de

Mestrado-Fundacdo Anténio Prudente].

Background: The study of the cell cycle and its control mechanisms in
retinoblastoma has identified potential therapeutic targets. The relationship
between genes RB1, TP53, MDM2 and MYCN in the initiation and
development of retinoblastoma are well established. We propose to study the
status of the MDM2, NMYC and TP53 genes and the protein expression of
MDM2, p53 and pRb in patients diagnosed with retinoblastoma admitted over
a period of seventeen years in the A.C. Camargo Cancer Center Hospital
and correlates them with tumor grade of differentiation, laterality (unilateral,
bilateral), extension (intraocular, extra ocular), choroidal infiltration and optic
nerve infiltration. Material and methods: 469 patients were admitted
between January 1, 1986 to December 31, 2003. Two hundred and twenty-
five patients were included in the study taking into account the inclusion and
exclusion criteria. The status of the genes was analyzed by FISH technique
(Fluorescent in situ hybridization) and protein expression by
immunohistochemistry. Results: The MDM2 protein expression was
observed in 67.1%, 64.9% in p53 and no pRb protein expression; there was
no amplification was demonstrated and MDM2 amplification MYCN 8%;
TP53 by FISH analysis failed in all evaluable cases. There was no significant
correlation between protein expression of MDM2 and p53 with the clinical
and pathological variables. There was a significant statistical difference when
evaluating the probability of survival after 5 years with the protein expression
of MDM2 in cases of tumors as well or moderately differentiated (up to 30% -
5y OS: 97.5%; greater than 30% - 5y OS: 89.5%; p = 0.015) in intraocular
cases (up 30% - 5y OS: 98.6%; greater than 30% - 5y OS: 94%; p = 0.037)



and in the cases without optic nerve infiltration (up to 30% - 5y OS: 100%;
greater than 30% - 5y OS: 93.5%; p = 0.02). There was a significant
statistical difference when evaluating the probability of survival after 5 years
with the protein expression of p53 in intraocular tumors (up to 20% - 5y OS:
97.5%; greater than 20% - 5y OS: 85.5%; p = 0.002), in bilateral tumors (up
to 20% - 5y OS: 96.2%; greater than 20% - 5y OS: 75%; p = 0.006 ) and
cases without choroidal infiltration (up to 20% - 5y OS: 97.3%, greater than
20% - 5y OS: 81.8%; p = 0.004). Conclusion: The protein expression of
MDM2 and p53 in this study have demonstrated differences in five years
overall survival of subgroups of patients and especially those without optic
nerve infiltration (MDM2) and without choroidal infiltration (p53), so they are

candidates for new prognostic factors in daily clinical practice.
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1  INTRODUCAO

Retinoblastoma € o tumor maligno intraocular mais frequente da
infancia. A célula de origem do tumor € alvo de varias pesquisas. Acreditava-
se que pudessem ser células da camada nuclear externa da retina devido a
semelhanca das rosetas de Flexner-Wintersteiner presentes no tumor com
as ceélulas fotorrecpetores da camada externa da retina (TS0O1980). Mais
tarde, sugeriu-se que a célula de origem esta na camada nuclear interna da
retina, baseada na topografia de origem dos tumores (GALLIE et al. 1999).
Baseado na observacdo de que as mutacdes ocorrem em células em divisao
celular, DYER e BREMMER (2005) consideram a célula progenitora da
retina como a célula de origem do Retinoblastoma.

Em 1971, KNUDSON propds a hipdtese “two hits”, a qual afirmava
que a inativacdo de dois alelos de um gene supressor de tumor era
necessaria para o desenvolvimento do Retinoblastoma. Baseado nas formas
de apresentacao clinica do Retinoblastoma, Knudson propds que pacientes
com a forma bilateral ou multifocal (30 a 40% dos casos) nasciam com uma
copia do alelo do gene supressor de tumor inativada e, posteriormente,
ocorria a inativacao do outro alelo do par cromossémico. Nos pacientes com
tumor unilateral unifocal (60 a 70%) a inativacdo dos alelos ocorria em uma
Unica célula da retina.

Este foi o primeiro gene supressor de tumor clonado e denominado

RB1 (FRIEND et al. 1986). Em 1988, HARBOUR et al. descreveram que 0



RB1 também esta mutado em casos de cancer de pulméao. Atualmente, sédo
amplamente conhecidas que lesdes genéticas na via do RB1, que alteram a
regulacéo da proliferacéo celular, estdo presentes na maioria dos tumores.

A progressao de uma célula normal da retina para um tumor envolve
o0 acumulo sequencial de alteracdes genéticas. A perda dos dois alelos do
gene RB1 (evento M1 e M2) é necessaria, porém nao é suficiente para o
desenvolvimento do Retinoblastoma (DIMARAS e GALLIE 2010).

O primeiro evento (M1) pode ser herdado ou ocorrer esporadicamente
em uma célula suscetivel da retina. O segundo evento (M2) é sempre
esporadico. A perda dos dois alelos predispde a formacdo de um tumor
benigno, o retinoma. Enquanto um ndmero subsequente de eventos
mutacionais (M3 - Mn) levam ao desenvolvimento do Retinoblastoma
(DIMARAS e GALLIE 2010).

Estes eventos subsequentes podem corresponder a ganhos ou
perdas cromossdmicas presentes no Retinoblastoma. Estudos utilizando
hibridizagcdo gendmica comparativa revelaram os ganhos (1q, 2p e 6p) e
perdas (16q) mais frequentes. Estes ganhos e perdas representam
potenciais oncogenes e genes supressores de tumores, respectivamente
(CORSON e GALLIE 2007).

Cerca de 50% dos casos de Retinoblastoma mostram ganho de 1q
(KIF14), identificado como potencial oncogene. KIF14 quando
superexpresso facilita a proliferagdo celular e leva ao crescimento tumoral.
Esta relacionado com progndstico ruim em tumores de pulmdo e mama

(DIMARAS e GALLIE 2010).



E2F3 tem papel na iniciagdo do ciclo celular e na regulagédo de DEK,
um oncogene conhecido em muitos tipos de cancer, responsavel por varias
funcdes, entre elas remodelacdo cromossémica e regulacédo da transcricao.
Esses genes estéo localizados no braco curto do cromossomo 6 (6p22). Em
retinoblastoma, quando estdo superexpressos, suas funcdes sdo alvo de
estudos por ndo estarem claras (DIMARAS e GALLIE 2010).

O ganho de 2p (NMYC) ocorre em retinoblastoma e seu papel na
oncogénese do tumor ainda esta sob investigacdo (DIMARAS e GALLIE
2010).

A tumorigénese envolve lesdes genéticas sequenciais nas vias que
regulam a proliferacdo celular, sobrevida celular e outros processos
biolégicos. Tem sido proposto que ambas as vias: p16™®*-CycD/Cdk-4-pRb
e Arf-MDM2/MDMX-p53 devem estar inativadas durante o processo de
progressdo do cancer. O principal papel da via RB1 € regular a divisdo
celular e o da via do TP53 é regular a reposta da célula aos insultos, tais
como dano ao DNA ou stress oncogénico. Estas vias podem ser inativadas
por mutacbes do RB1 e TP53, genes supressores de tumor, ou atraves de
alteracdes de outros genes da via. Por exemplo, alguns canceres tem
amplificacdo de MDM2 que funcionalmente suprime a via de p53, reduzindo
0s niveis da proteina p53 (LAURIE et al. 2007).

Pequenas e potentes moléculas denomindadas nutlins foram
indentificadas com antagonistas de MDM2/MDMX. Elas se ligam a MDM2,
blogueando a ligagdo de MDM2 a p53, resultando em uma dramética

estabilizacdo de p53 e sua ativagdo. Em resposta ao tratamento com nutlin-



3, células neoplasicas p53+ entram em apoptsoe ou sofrem parada do ciclo
celular (DU et al. 2009).

Portanto a andlise de expresséo de pRb, p53 e MDM2 em células de
retinoblastoma assume importancia fundamental para definicdo de novas
terapias, incluindo a utilizacéo de nutlin-3.

Modelos animias em camudongos tem sido desenvolvidos para
estudar a melhor combinacdo de quimioterapicos para o tratamento do
retinoblastoma. Levando-se em conta as novas descorbetas, tem-se
associado estas novas moléculas antagonistas de MDM2/MDMX aos
tratamentos convencionais para avaliacdo de respostas. Assim observou-se
que a utlizacdo de topotecan sistémico com nutlin subconjuntival em
modelos animais teve resposta terapéutica superior comparada ao
tratamento com quimioterapia convencional (BRENNAN et al. 2011).

Em neoplasias hematoldgicas e tumores soélidos a presenca de
anormalidades cromossOmicas recorrentes € considerada fator progndstico
independente. Em particular, a amplificacdo de NMYC esta associada a pior
prognéstico em neuroblastoma (GEORGE et al. 2001; LASTOWSKA et al.
2001). O Retinoblastoma, assim como neuroblastoma, tem origem
neuroectodérmica e ambos compartiham padrdo de metastases
semelhante, disseminando-se para 0sso, medula 6éssea, linfonodos e
sistema nervoso central. A amplificacdo de NMYC também esta descrita em
retinoblastoma, podendo representar um marcador molecular para avaliagcao

de progndstico (LILLINGTON et al. 2002).



Um grande desafio, além da deteccdo precoce do tumor, é a
abordagem terapéutica ideal para cada paciente.

O tratamento do Retinoblastoma objetiva salvar a vida e preservacao
de visao util, portanto, precisa ser individualizado. Muitas vezes salvar a vida
inclui a enucleacé&o unilateral ou bilateral.

Ha evidéncias que as duas formas da doenca tém a mesma origem
celular, porém comportamento diferente quanto a chance de preservacao de
olho com visdo util quando submetidas ao tratamento quimioterapico
neoadjuvante (ANTONELI et al. 2006).

A determinacdo do status destes genes nos pacientes submetidos a
enucleacdo e sua correlacdo com dados clinicos podera fornecer
informacBes importantes que poderdo ser uteis para a definicdo de

estratégias do tratamento.
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2.1

OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar o numero de copias genémicas de NMYC, MDM2 e TP53

e da expressao protéica de MDM2, p53 e pRb em pacientes tratados de

retinoblastoma submetidos & enucleagdo primaria ou pds quimioterapia

através da técnica de FISH (hibridizacdo in situ fluorescente) e

imunoistoquimica.

2.2

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Correlacionar os dados de alteragcbes gendomicas de NMYC, MDM2 e
TP53 com grau de diferenciacdo histolégica do tumor, infiltracdo de
nervo optico, infiltracdo de cordide, lateralidade (unilateral; bilateral) e
extensdo de doenca (intraocular; extraocular)

Correlacionar os dados de expressao protéica de MDM2, p53 e pRb
com grau de diferenciacdo histolégica do tumor, infiltracdo de nervo
optico, infiltracdo de cordide, lateralidade (unilateral; bilateral) e
extensdo de doenca (intraocular; extraocular)

Correlacionar os dados de alteragcbes gendomicas de NMYC, MDM2 e
TP53 e expressao protéica de MDM2, p53 e pRb com a probabilidade

de sobrevida global apds cinco anos e de acordo com o grau de



diferenciacdo histolégica do tumor, infiltracdo de nervo Optico,
infiltracdo de coroide, lateralidade (unilateral; bilateral) e extensao de

doenca (intraocular; extraocular)



3 MATERIAL E METODO

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo e retrospectivo baseado na analise
de dados clinicos obtidos dos prontuarios e da analise dos resultados da
técnica de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) e de imunoistoquimica em
material de parafina dos pacientes com diagndstico de Retinoblastoma
submetidos a enucleacdo primaria ou pés quimioterapia de um unico olho
admitidos no Departamento de Oncologia Pediatrica do A.C. Camargo
Cancer Center no periodo de 01 de janeiro de 1986 a 31 de dezembro de
2003. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa-CEP, sob o

n° 1676/12 (Anexo 1).

3.2 CASUISTICA

3.2.1 Critérios de incluséo

. Pacientes com diagndstico de Retinoblastoma unilateral ou bilateral
submetidos & enucleacéo primaria ou pds quimioterapia de um unico
olho.

. Pacientes com diagndstico de Retinoblastoma unilateral ou bilateral

submetidos & enucleacéo primaria ou pds quimioterapia de um unico



3.2.2

3.3

olho com informacéao registrada em prontuario que permita obtencao

dos dados clinicos e anatomopatoldgicos.

Critérios de excluséo

Pacientes que realizaram enucleagdo em outro servico, sem
disponibilidade de blocos e laminas de parafina para revisdo no
Departamento de Patologia do A.C. Camargo Cancer Center.
Pacientes cujo anatomopatolégico demonstrou regressdo total da
neoplasia devido ao uso de quimioterapia prévia ou com diagnostico
de phthisis bulbi

Pacientes com material insuficiente ou sem qualidade técnica para

realizacdo das técnicas de imunoistoquimica e FISH.

PROCEDIMENTOS

Os casos submetidos a enucleacéo foram recuperados do arquivo de

anatomia patologica e revisados. Os casos contendo material suficiente para

andlise foram selecionados para confeccdo de um “tissue microarray”. O

status dos genes TP53, MDM2 e NMYC caracterizados por alteracdes

gendmicas definidas pelo nimero de copias dos genes (perdas ou ganhos) e

pela sua expressdo protéica foram avaliados através da técnica de

hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) e pela técnica de imunoistoquimica

respectivamente e seguindo protocolos ja estabelecidos no Departamento

de Anatomia Patoldgica desta instituicao.
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O TMA foi construido utilizando-se o dispositivo técnico chamado de
“tissue microarrayer” (Beecher Instruments, silver springs, EUA). A area
identificada no bloco de parafina do doador foi puncionada com agulha de
1mm e os cilindros obtidos transferidos para o bloco de parafina receptor.
Um mapa com identificacdo detalhada de cada cilindro foi construido em
planilha de Excel®, permitindo a localizacdo exata de cada caso. Um caso
foi definido como adequado quando o corte resultante ocupou pelo menos
24% da area total do cilindro.

Hibridizac&o in situ fluorescente foi realizada em “tissue microarray”.
Foram utilizadas as sondas especificas para os genes NMYC, MDM2 e
TP53 (Tabela 1) que foram aplicadas aos cortes de tecidos obtidos a partir
dos blocos de parafina. As hibridizacGes foram realizadas em ensaios com
dois dias de duracgdo. Os cortes histolégicos de 5 um de espessura foram
colocados em laminas de vidro carregadas com cargas elétricas (Starfrost).
Em seguida foram submetidas a desparafinizacdo em 3 banhos de xileno a
temperatura ambiente por 10 minutos cada, seguindo-se 3 passagens em
alcool absoluto e lavagem com agua corrente, as laminas foram colocadas
por 20 minutos em solucdo de 0,2N HCL a temperatura ambiente. Em
seguida foram lavadas em agua corrente e aquecidas em solucdo de Citrato
pH 6,0 a 80°C em banho-maria por 30 minutos. Os cortes foram entao
submetidos a digestdo enzimatica com pepsina na composi¢cao ready-to-use
por 8 minutos a temperatura ambiente, lavados com solugédo 2 x SSC,
desidratados com etanol em concentracdes crescentes (70%, 85% e 96% 2

minutos cada) e deixados secando na temperatura ambiente por cerca de 5
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minutos. Em seguida foi realizada a aplicagao da sonda (10 pl, previamente
diluida em tampéao de hibridizac&o pelo fabricante) sobre os cortes de tecido,
cobertos com laminula e vedados com material selante. As laminas foram
colocadas no hibridizador (Hybridizer - DAKO®) e foi realizada a
codenaturacdo e hibridizacdo da sonda e espécime com tempos e

temperaturas pré-definidas pelo fabricante (Quadro 1).

Quadro 1 - Sondas e especificacbes de codenaturacdo e hibridizacéo
conforme fabricantes utilizadas para técnica de FISH empregada na analise
dos casos de Retinoblastoma no periodo de 1986 a 2003 no A.C. Camargo
Cancer Center

Sonda Marca Codenaturacao Hibridizac&o

NMYC Vysis 80°C - 5 minutos 37°C - 20 horas
MDM?2 Zytovision 75°C - 10 minutos 37°C - 20 horas
P53 Kreatech 90°C - 10 minutos 37°C - 20 horas

No segundo dia, os cortes foram retirados do hibridizador e, apoés
remocao do selante e laminulas colocados por 30 minutos em uma solucao
de 1,5M Urea/0,1 x SSC pré-aquecida em banho-maria a 45° C, lavados
com solugcdo 2x SSC a temperatura ambiente por 2 minutos, desidratados
com passagens em etanol (70%, 85% e 96% 2 minutos cada) e secaram por
cerca de 1 hora em local escuro. A seguir foi feita a contracoloracéo e
montagem com DAPI coberto com laminula. As laminas prontas foram para
observacdo no microscopio trinocular com fluorescéncia de mercurio
(Olympus® BX41-FL-ll), equipado com objetiva de imersdo e com os filtros

adequados. As imagens obtidas foram capturadas com uma camera colorida
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digital refrigerada (5.1 megapixel) acoplada ao microscépio acima, usando o
programa para andlise de imagem Image Pro®Plus versdo 6.0 (Olympus®).

Para técnica de imunoistoquimica os cortes de 4 micrometros de
espessura foram colocados em laminas com carga elétrica (Starfrost) e
mantidas em estufa a 60°C overnight.

As laminas foram identificadas e desparafinadas em xilol (3 trocas de
5 minutos cada); depois, passadas em alcool etilico em concentracéo
decrescente (100%, 85% e 75%) e depois lavadas em agua corrente por 5
minutos.

A recuperacdo antigénica por calor foi realizada utilizando banho-
maria a 96°C por 40 minutos em tampéao citrato, pH=6,0 para o anticorpo
MDMZ2 e panela de presséao elétrica a 125°C para o anticorpo pRb. A reacao
para o anticorpo p53 foi realizada no equipamento VENTANA XT, com
anticorpo na composicdo pronto para uso conforme protocolo preé-

estabelecido (Quadro 2).
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Quadro 2 - Anticorpos e especificacdes para diluicdo, recuperacéo
antigéncia e incubacgéo priméaria conforme fabricantes utilizadas para técnica
de imunoistoquimica empregada na analise dos casos de Retinoblastoma no
periodo de 1986 a 2003 no A.C. Camargo Cancer Center

Recuperacao Incubacéo Kit de
Anticorpo Fabricante Clone Diluigéo ) ) ) )
antigénica Priméria deteccéo
pRb NovoCastra 13A10 1/200 Panela de | 1 hora Novolink
pressdo Citrato Max
pH6,0 polymer
detection
kit
p53 VENTANA DO-7 Ready-to- | Cell 32 min Ultraview
use Conditioning Universal
Solution(CC1) DAB
pH 8,0 Detection
36 min Kit -
VENTANA
MDM2 Neomarkers Policlonal | 1/150 banho-maria 1 hora Novolink
Citrato pH6,0 Max
polymer
detection kit

Para os anticorpos pRb e MDM2 apdés a recuperacdo antigénica, as
laminas foram resfriadas e lavadas em 2 banhos de PBS de 5 minutos cada.

A peroxidase endogena foi bloqueada em solugcdo de perdxido de
hidrogénio a 3%, com 3 trocas de 5 minutos cada, sendo as laminas, a
seguir, lavadas em agua corrente e um banho de PBS de 5 minutos.

Em seguida os cortes foram incubados com bloqueador de proteinas
(DAKO) por 2 minutos, a temperatura ambiente e em camara Uumida.

O excesso do bloqueador foi retirado e os cortes incubados com
anticorpo primario, por 90 minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram lavadas em tampao PBS (3 trocas de 5 minutos

cada) e, em seguida, incubadas com o anticorpo pés-primario secundario e
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com o polimero HRP (Kit Novolink-Novocastra), durante 30 minutos cada
reagente, em camara Umida, a temperatura ambiente.

Apos lavagem em PBS, os cortes foram incubados com o cromdgeno
3,3Diaminobenzidina (DAB — DAKO), por 5 minutos, sendo as laminas
lavadas em agua corrente e contracoradas com hematoxilina de Harris, por
2 minutos; lavadas em &gua corrente, desidratadas em alcool, xilol, e
montadas em equipamento automatizado (Tissue-Tek film).

Os resultados da analise da imunoistoquimica foram divididos em
faixas de positividade de porcentagem: até 10%, de 11 a 20%, de 21 a 30%,
de 31 a 40% e maior que 40% para a expressao protéica de MDM2. Para
analise estatistica da probabilidade acumulada de sobrevida global apos
cinco anos dividimos em duas faixas de valores: até 30% e maior que 30%.
Para a andlise da expressdo protéica de p53, consideremos as seguintes
faixas de positividade: até 10%, de 11 a 20% e maior que 20%; Para analise
da probabilidade de sobrevida global consideramos duas faixas: até 20% e
maior que 20%. Para as andlises de interpretacdo dos resultados dos testes
de FISH consideramos duas categorias: amplificado e ndo amplificado.

Um caso foi considerado amplificado quando havia mais de 5 cépias
do gene estudado e apenas 2 copias do centrémero do cromossomo do qual
0 gene estd localizado. Caso com 2 cépias do gene e 2 coOpias do
centrébmero foram considerados ndo amplificados.

A ficha de registro dos dados clinicos e anatomopatolégicos de cada
paciente, incluindo os resultados da andlise do status dos genes e

expressao das proteinas estudados esta no Anexo 2.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos a partir das informacdes de dados clinicos,
anatomopatoldgicos e da avaliacdo dos genes e proteinas estudados foram
organizados em um banco de dados e armazenados em uma planilha do
Programa “SPSS (Statistical Package for Social Science) for Windows”,
versao 20.0.

Na apresentacédo dos resultados utilizamos frequéncias absolutas (n)
e relativas (%) para as variaveis qualitativas, bem como medidas de
tendéncia central e dispersdo para as variaveis quantitativas. Na analise de
associacao entre as variaveis categoricas utilizamos o teste do qui-quadrado
ou o teste exato de Fisher, quando as frequéncias esperadas foram menores
do que cinco. Para todas as analises, foram excluidos os casos classificados
como “ignorado”, “desconhecido” ou “ndo avaliavel” de cada variavel
estudada.

Para estimar as taxas de sobrevida global, foi empregado o método
de Kaplan Meier e as curvas foram comparadas pelo teste de log-rank. O
tempo de sobrevida foi calculado desde a data do diagndstico até a data da
altima consulta ou O6bito. Foram considerados perdidos de seguimento
agueles pacientes que, no momento da coleta dos dados, ja né&o
compareciam ao hospital por mais de dois anos e estavam vivos na ultima

avaliacao.
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Para todos os testes estatisticos foi estabelecido um erro alfa=5%,
isto é, cos resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

Quatrocentos e sessenta e nove pacientes foram admitidos com
diagnostico de retinoblastoma no periodo de 01 de janeiro de 1986 a 31 de
dezembro de 2003. Duzentos e vinte e cinco casos (47%) foram analisados
baseados nos critérios de incluséo e excluséo.

A idade média ao diagnostico foi de 26 meses e mediana de 23
meses (Figura 1). Cento e catorze pacientes (50,7%) eram do sexo
masculino e 111 (49,3%) do sexo feminino. Cento e setenta e um pacientes

(76%) tinham tumor unilateral e 54 (24%) pacientes tinham tumor bilateral.
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Figura 1 - Numero de pacientes com retinoblastoma de acordo com a idade

ao diagnostico em meses, A.C. Camargo Cancer Center 1986 — 2003.
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A idade média ao diagnéstico para o0s pacientes com tumores
unilaterais foi de 30 meses e mediana de 26 meses (Figura 2); enquanto a
idade média ao diagnéstico para os pacientes com tumores bilaterais foi de
13 meses e mediana de 8 meses (Figura 3). A relacdo entre sexo masculino:
sexo feminino foi de 1,06:1 entre os pacientes com tumores unilaterais e de

0,92:1 para os pacientes com tumores bilaterais.

Média = 30m
n=171

Numero de pacientes

—

J | |
48 60 72 84 26 108 120 132 144

idade meses

Figura 2 - Numero de pacientes com retinoblastoma unilateral de acordo
com a idade ao diagndstico em meses, A.C. Camargo Cancer Center 1986 —
2003.
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Média = 13m

n=>54

Nimero de pacientes

0 12 24 36 48 60
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Figura 3 - Numero de pacientes com retinoblastoma bilateral de acordo com
a idade ao diagnéstico em meses, A.C. Camargo Cancer Center 1986 —
2003.

Cento e oitenta e nove pacientes (84%) apresentavam doenca
intraocular e 36 pacientes (16%) tinham doenca extraocular. Cento e setenta
e um (76%) dos pacientes tinham tumor intraocular e 54 (24%) tinha tumor
extraocular.

Na andlise do grau de diferenciacdo histologica, os tumores foram
classificados em quatro categorias: 58 (25,8%) eram bem diferenciados, 38
(16,9%) moderadamente diferenciados, 56 (24,9%) pouco indiferenciados e

57 (25,3%) indiferenciados.
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Noventa e dois pacientes (40,9%) apresentaram infiltracdo de nervo
optico; destes 92 pacientes, 45 (48,9%) tiveram infiltracdo pré laminar e 47
(51,1%) tiveram infiltracdo pds laminar.

A invasdo de cordide focal foi evidenciada em 81 pacientes (36%).
Infiltracdo focal estava presente em 39 pacientes (48,1%) e infiltracdo
macica em 42 pacientes (51,9%).

Houve comprometimento por tumor na margem de secgdo do nervo
optico em 25 pacientes (11,1%).

Na Tabela 1 estdo descritos 0os dados clinicos relatados acima.

Tabela 1 - Variaveis clinicas dos pacientes com diagnostico de

retinoblastoma submetidos a enucleacdo, A.C. Camargo Cancer Center
1986 — 2003

Variavel Pacientes (%)

Sexo

Masculino 114 (50,7)

Feminino 111 (49,3)
Lateralidade

Unilateral 171 (76)

Bilateral 54 (24)
Extensdo da doenca

Intraocular 189 (84)

Extraocular 36 (16)
Infiltracdo de cordide

Sem infiltracédo 133 (59,1)

Com infiltracdo 81 (36)

Ignorado 11 (4,9)
Infitrac@o de nervo 6ptico

Sem infiltrag&o 122 (54,2)

Com infiltracdo 92 (40,9)

Ignorado 11 (4,9)
Diferenciacéo histolégica

Bem diferenciado 58 (25,8)

Moderadamente diferenciado 56 (24,9)

Pouco diferenciado 57 (25,3)

Indiferenciado 38 (16,9)

Ignorado 16 (7,1%)
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5.1 ANALISE DO TISSUE MICRO ARRAY POR

IMUNOISTOQUIMICA

MDM2 foi avaliavel em 151 pacientes (67,1%). Seis pacientes (4%)
expressaram em até 10% das células, 57 (37,7%) entre 11 a 20% 26
(17,2%) entre 21 a 30% 21 (14%) entre 31 a 40% e 41 (27,1%) em mais que
40% das células. Nao foi possivel a analise em 74 pacientes (32,9%) Tabela
2.

N&do houve expressdo da proteina pRb em nenhum dos casos
analisados.

A expressao protéica de p53 foi avaliavel em 146 pacientes (64,9%).
Oitenta e um pacientes (55,5%) apresentaram expressao em até 10% das
células, 48 pacientes (32,9%) entre 11 a 20% e 17 pacientes (11,6%) acima

de 20%. Nao foi possivel a analise em 79 pacientes (35,1%) Tabela 2.

Tabela 2 - Numero de pacientes conforme faixas de porcentagem de
positividade de expressdo das proteinas MDM2 e p53, A.C. Camargo
Cancer Center 1986-2003

Proteina Pacientes (%)

MDM2 151 (67,1) / 225 (100)

Até 10% 6 (4)

11 a 20% 57 (37,7)

21 a 30% 26 (17,2)

31 a40% 21 (14)

> 40% 41 (27,1)
p53 146 (64,9) / 225 (100)

Até 10% 81 (55,5)

11 a 20% 48 (32,9)

> 20% 17 (11,6)
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Analisamos a expressao das proteinas MDM2 e p53 com o grau de
diferenciacéo histolégica (bem diferenciado e moderadamente diferenciado;
pouco diferenciado e indiferenciado), infiltracdo de coroide, infiltracdo de
nervo oOptico, lateralidade (unilateral; bilateral) e extensdo do tumor ao
diagnoéstico (doenca intraocular; doenca extraocular). Os resultados estéo
demonstrados nas Tabelas 3 a 7, respectivamente. Nao houve significancia

estatistica nesta amostra para as variaveis analisadas

Tabela 3 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma
segundo a expressao das proteinas MDM2 e p53 e grau de diferenciacdo
histoldgica, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

Grau de diferenciagao histologica (%)

i Faixa de Bem diferenciado e ) ]
Proteina Pouco diferenciado p
valores (%) Moderadamente . ]
. . e Indiferenciado
diferenciado

0-10 3 (4.,8) 3(3,8)
11-20 28 (44,4) 27 (33,8)
MDM2 21-30 11 (17.5) 12 (15) 0,458
31- 40 6 (9,5) 15 (19)
> 40 15 (23,8) 23 (28,4)
0-10 34 (54,0) 44 (57,9)
p53 11-20 21 (33,3) 24 (31,6) 0,874

> 20 8 (12,7) 8 (10,5)
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Tabela 4 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma
segundo a expressao das proteinas MDM2 e p53 e infiltragcdo de cordide,
A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

Proteina Faixa de valores (%) InﬂlEragao de cor0|d§ (%) p
N&o Sim
0-10 4 (4,4) 2(3,9)
11-20 31 (34,4) 25 (43,9)
MDM2 21-30 18 (20,0) 8 (14) 0,784
31-40 12 (13,3) 8 (14)
> 40 25 (27,8) 14 (24,6)
0-10 44 (50,6) 36 (64,3)
p53 11-20 31 (35,6) 15 (26,8) 0,266
> 20 12 (13,8) 5(8,9)

Tabela 5 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma
segundo a expressao protéica de MDM2 e p53 e infiltracdo de nervo oOpitco,
A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Proteina | Faixa de valores (%) Infiltracdo de nervo éptico (%) p
N&o Sim
0-10 2(2,4) 4(6,7)
11-20 32 (37,6) 24 (40)
MDM2 21-30 19 (22,4) 5(8,3) 0,143
31-40 10 (11,8) 11 (18,3)
> 40 22 (25,9) 16 (26,7)
0-10 49 (57,6) 28 (50)
p53 11-20 27 (31,8) 20 (35,7) 0,637
> 20 9 (10,6) 8 (14,3)
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Tabela 6 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma
segundo a expressao das proteinas MDM2 e p53 com a lateralidade, A.C.

Camargo Cancer Center 1986-2003

Proteina Faixa de valores (%) Lateralidade (%) p
Unilateral Bilateral
0-10 3(2,5) 3(10)
11-20 48 (39,7) 9 (30)
MDM2 21-30 22 (18,2) 4 (13,3) 0,199
31-40 18 (14,9) 3 (10)
> 40 30 (24,8) 11 (36,7)
0-10 63 (55,3) 18 (56,2)
p53 11-20 38 (33,3) 10 (31,2) 0,969
>20 13 (11,4) 4 (12,5)

Tabela 7 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma
segundo a expressao protéica de MDM2 e p53 e extensao da doenca, A.C.

Camargo Cancer Center 1986-2003

Proteina Faixa de valores (%) Extensao da doenca (%) p
Intraocular Extraocular
0-10 6 (4,5) 0 (0)
11-20 48 (35,8) 9 (52,9)
MDM2 21-30 24 (17,9) 2(11,8) 0,542
31-40 18 (13,4) 3(17,6)
> 40 38 (28,4) 3(17,6)
0-10 72 (55,8) 9(52,9)
p53 11-20 41 (31,8) 7(41,2) 0,614
> 20 16 (12,4) 1(5,9)

A analise da probabilidade de sobrevida global apds 5 anos de acordo

com a expressao de MDM2 foi de 95,2% para 0s pacientes com expressao

até 30% e de 91,7% para 0s pacientes com expressdo maior que 30% (p =

0,214). Figura 4
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Figura 4 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma segundo expressdo de MDM2,
A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Analisamos a probabilidade de sobrevida global ap6s 5 anos segundo
a expressdao de MDM2 para cada uma das seguintes variaveis: grau de
diferenciacdo histoldgica, lateralidade, extensdo do tumor, infiltracdo de
coroide e infiltracdo de nervo éptico.

Para os tumores bem ou moderadamente diferenciados com
expressdo de MDM2 até 30% a probabilidade de sobrevida global apos
cinco anos foi de 97,5% e para aqueles com MDM2 maior 30% a sobrevida

global apés cinco anos foi de 89,5% (p = 0,015). Figura 5
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Figura 5 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos

dos pacientes portadores de Retinoblastoma bem ou moderadamente

diferenciados segundo expressdo de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center

1986-2003

Para os tumores pouco diferenciados ou

indiferenciados com

expressdo de MDM2 até 30% a probabilidade de sobrevida global apos

cinco anos foi de 92,2% e para aqueles com MDM2 maior 30% a

probabilidade de sobrevida global apos cinco anos foi de 92,1% (p = 0,712).

Figura 6.
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Figura 6 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma pouco diferenciados ou
indiferenciados segundo expressao de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center
1986-2003.

Para os tumores intraoculares os pacientes com expressdo de MDM2
atée 30% tiveram probabilidade de sobrevida global apdés cinco anos de
98,6% e 0s pacientes com expressdao maior que 30% a probabilidade de

sobrevida global apos cinco anos foi 94,4% (p = 0,037). Figura 7
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Figura 7 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma intraocular segundo expresséao
de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

Para os tumores extraoculares os pacientes com expressao de MDM2
até 30% tiveram probabilidade de sobrevida global apds cinco anos de 70%
e 0s pacientes com expressao maior que 30% a sobrevida global apds cinco

anos foi 66,7% (p = 0,898). Figura 8.
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Figura 8 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma extraocular segundo expressao
de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os tumores unilaterais os pacientes com expressdo de MDM2
atée 30% tiveram probabilidade de sobrevida global apdés cinco anos de
94,2% e 0s pacientes com expressdao maior que 30% a probabilidade de

sobrevida global apds cinco anos foi de 91,3% (p = 0,542). Figura 9
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Figura 9 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma unilateral segundo expresséo
de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os tumores bilaterais os pacientes com expressao de MDM2 até
30% tiveram probabilidade de sobrevida global apds cinco anos de 100% e
0S pacientes com expressao maior que 30% a probabilidade de sobrevida

global apdés cinco anos foi de 92,9% (p = 0,189). Figura 10
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Figura 10 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma bilateral segundo expressao de
MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

Para os pacientes sem infiltracdo de cordide e com expressao de
MDM2 até 30% tiveram probabilidade de sobrevida global apos cinco anos
de 98% e os pacientes com expressao maior que 30% a probabilidade de

sobrevida global apds cinco anos foi 97,2% (p = 0,719). Figura 11
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Figura 11 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma sem infiltracdo de coroide

segundo expressao de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

Para os pacientes com infiltracdo de cordide e com expressao de
MDM2 até 30% tiveram probabilidade de sobrevida global apos cinco anos
de 93,6% e os pacientes com expressado maior que 30% a probabilidade de

sobrevida global apds cinco anos foi 81,1 % (p = 0,062). Figura 12



33

MDM2
1.0 ’ ' 1 IO 2 30%
1 7= 30%
— —— 0 a 30%-cennado
E == 30%-cenauado
o
=
s 0.8
-
=
2
o
]
uwr
S 0,64
o
-
o
=
£
2
s 04
@
-
o
=2
E
s
o 0,2
o
p = 0,062
0,0 T T T 1
0 12 24 36 48 60

tempo de seguimento (Ineses)

Figura 12 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apés cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma com infiltracdo de cordide
segundo expressao de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

Para os pacientes sem infiltracdo de nervo 6ptico e com expressao de
MDM2 até 30% tiveram probabilidade de sobrevida global apds cinco anos
de 100% e os pacientes com expressao maior que 30% a sobrevida global

apos cinco anos foi 93,5% (p = 0,02). Figura 13
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Figura 13 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma sem infiltracdo de nervo 6ptico

segundo expressao de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os pacientes com infiltracdo de nervo Optico e com expresséao de
MDM2 até 30% tiveram probabilidade de sobrevida global apos cinco anos
de 86,3% e 0s pacientes com expressdo maior que 30% a probabilidade de

sobrevida global apos cinco anos foi de 88,5 % (p = 0,878). Figura 14
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Figura 14 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma com infiltracdo de nervo 6ptico

segundo expressdo de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

A probabilidade sobrevida global apdés cinco anos de acordo com a
expressao de p53 foi de 93,5% para os pacientes com expressao até 20% e
de 86,7% para os pacientes com expressao maior que 20% (p = 0,097).

Figura 15.
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Figura 15 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma segundo expressao de p53,
A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

A probabilidade de sobrevida global apés 5 anos segundo a
expressdo de p53 e grau de diferenciacdo histologica, lateralidade, extenséo
do tumor, infiltracdo de cordide e infiltragdo de nervo Optico também foi
calculada.

Para os tumores bem ou moderadamente diferenciados com
expressdo de p53 até 20% a probabilidade de sobrevida global apés cinco
anos foi de 92,5% e para aqueles com p53 maior que 30% a probabilidade

de sobrevida global apés cinco anos foi de 85,7% (p = 0,106). Figura 16



37

P53

1,0 IFV0 & 20%
‘x P 20%
——0 a 20%-cennrado
t— = 20%ecennuado

0,8

0,4

0,2-

Probabilidade acumulada de sobrevida global

p=0,106

0,0 T T T |
0 12 24 36 48 60

Tempo de seguimento (meses)

Figura 16 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma bem ou moderadamente
diferenciados segundo expressdo de p53, A.C. Camargo Cancer Center
1986-2003.

Para os tumores pouco diferenciados ou indiferenciados com
expressdo de p53 até 20% a probabilidade de sobrevida global apés cinco
anos foi de 93,9% e para aqueles com p53 maior que 30% a sobrevida

global apés cinco anos foi de 85,7% (p = 0,520). Figura 17
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Figura 17 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma pouco diferenciados ou
indiferenciados segundo expressédo de p53, A.C. Camargo Cancer Center
1986-2003

Para os tumores intraoculares os pacientes com expressdo de p53
atée 20% tiveram probabilidade de sobrevida global apdés cinco anos de
97,3% e 0s pacientes com expressdao maior que 20% a probabilidade de

sobrevida global apds cinco anos foi 85,7% (p = 0,002). Figura 18
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Figura 18 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma intraocular segundo expressao
de p53, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os tumores extraoculares os pacientes com expressédo de p53
até 20% tiveram probabilidade de sobrevida global ap6és cinco anos de
66,7% e 0s pacientes com expressdao maior que 20% a sobrevida global

apos cinco anos foi 100% (p = 0,479). Figura 19
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Figura 19 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma extraocular segundo expressao
de p53, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os tumores unilaterais os pacientes com expressdo de p53 até
20% tiveram probabilidade de sobrevida global apds cinco anos de 92,8% e
0S pacientes com expressao maior que 20% a probabilidade de sobrevida

global apds cinco anos foi de 90,9 % (p = 0,839). Figura 20
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Figura 20 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apés cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma unilateral segundo expressao
de p53, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os tumores bilaterais os pacientes com expressao de p53 até
20% tiveram probabilidade de sobrevida global apds cinco anos de 96,2% e
0S pacientes com expressao maior que 20% a probabilidade de sobrevida

global apés cinco anos foi de 75% (p = 0,006). Figura 21
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Figura 21 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma bilateral segundo expressao de
p53, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os pacientes sem infiltracdo de corbéide com expressao de p53
atée 20% tiveram probabilidade de sobrevida global apdés cinco anos de
97,3% e 0s pacientes com expressdao maior que 20% a probabilidade de

sobrevida global apos cinco anos foi de 81,7% (p = 0,004). Figura 22
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Figura 22 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma sem infiltracdo de cordide
segundo expressao de MDM2, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os pacientes com infiltracdo de cordide com expressdo de p53
até 20% tiveram probabilidade de sobrevida global ap6és cinco anos de
87,4% e o0s pacientes com expressao maior que 20% a probabilidade de

sobrevida global ap6s cinco anos foi de 100% (p = 0,466). Figura 23
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Figura 23 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apés cinco anos

dos pacientes portadores de Retinoblastoma com infiltracdo de cordide

segundo expressédo de p53, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os pacientes sem infiltracdo de nervo éptico com expressao de

p53 até 20% tiveram probabilidade de sobrevida global apés cinco anos de

96% e os pacientes com expressao maior que 20% a probabilidade de

sobrevida global ap6s cinco anos foi de 100% (p = 0,297). Figura 24
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Figura 24 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma sem infiltracdo de nervo 6ptico

segundo expressao de p53, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os pacientes com infiltracdo de nervo Optico com expresséo de
p53 até 20% tiveram probabilidade de sobrevida global apds cinco anos de
88,6% e 0s pacientes com expressdao maior que 20% a probabilidade de

sobrevida global apos cinco anos foi de 71,4 % (p = 0,277). Figura 25
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Figura 25 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma com infiltracdo de nervo 6ptico

segundo expressédo de p53, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003
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5.2 RESULTADOS DA ANALISE DO TISSUE MICRO ARRAY POR

FISH (Hibridizacao in situ fluorescente)

Em todos os 134 (59,6%) pacientes avaliaveis para MDM2 n&o houve
amplificacdo. Em noventa e um pacientes (40,6%) ndo houve possibilidade
de avaliacdo de resultado.

Foi possivel avaliagdo de NMYC em oitenta e sete pacientes (38,7%),
sendo que houve amplificacdo em 7 pacientes (8%).

E ndo houve nenhum caso possivel de leitura de resultado para o
TP53.

Analisamos o0s resultados do gene NMYC com o grau de
diferenciacéo histolégica (bem diferenciado e moderadamente diferenciado;
pouco diferenciado e indiferenciado), infiltracdo de coroide, infiltracdo de
nervo oOptico, lateralidade (unilateral; bilateral) e extensdo do tumor ao
diagnostico (doenca intra ocular; doenca extra ocular). Os resultados estéo
demonstrados nas Tabelas 8 a 12, respectivamente. Houve resultado
significativo na andlise de amplificacdo de NMYC e infiltragcdo do nervo
optico (p = 0,044). Nas demais associacbes ndo houve diferencas

estatisticamente significativas.
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Tabela 8 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma
segundo a amplificacdo do gene NMYC e grau de diferenciacdo histoldgica,
A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003.

Gene Resultado Grau de diferenciacgao histologica (%) p
Bem diferenciado e Pouco diferenciado e
Moderadamente indiferenciado
diferenciado
NMYC Nao amplificado 39 (92,9) 38 (90,5) 1,000
Amplificado 3(7,1) 4 (9,5)

Tabela 9 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma
segundo a amplificacdo do gene NMYC e infiltracdo de cordide, A.C.
Camargo Cancer Center 1986 — 2003.

Gene Resultado Infiltracdo de cordide (%) p
N&o Sim
NMYC N&o amplificado 49 (90,7) 29 (93,5) 1,000
Amplificado 5(9,3) 2 (6,5)

Tabela 10 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma
segundo a amplificacdo do gene NMYC e infiltracdo de nervo Optico, A.C.
Camargo Cancer Center 1986-2003.

Gene Resultado Infiltracdo de nervo 6ptico (%) p
N&o Sim
NMYC Nao amplificado 47 (87) 31 (100) 0,044
Amplificado 7(13) 0 (0)
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Tabela 11 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma

segundo a amplificacdo do gene NMYC e lateralidade, A.C. Camargo
Cancer Center 1986-2003

Gene Resultado Lateralidade da doenca (%) p
Unilateral Bilateral
NMYC Nao amplificado 62 (91,2) 18 (94,7) 1,000
Amplificado 6 (8,8) 1(5,3)

Tabela 12 - Numero e porcentagem de pacientes com retinoblastoma

segundo a amplificacdo do gene NMYC e extensdo da doenca, A.C.
Camargo Cancer Center 1986-2003

Gene Resultado Extensé&o da doenca (%) p
Intra ocular Extra ocular
NMYC N&o amplificado 75 (91,5) 5 (100) 1,000
Amplificado 7 (8,5) 0 (0)

A probabiliade de sobrevida global ap6s cinco anos de acordo com 0s
resultados de NMYC foi de 85,7% para os pacientes com amplificacédo e de

96% para os pacientes sem amplificacéo (p = 0,252). Figura 26
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Figura 26 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma segundo amplificacdo de
NMYC, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Analisamos também a probabilidade de sobrevida global apds 5 anos
segundo a amplificagdo ou ndo de NMYC e grau de diferenciacéo
histoldgica, lateralidade, extensdo do tumor, infiltracdo de coréide e
infiltracdo de nervo oOptico.

Para os tumores bem ou moderadamente diferenciados sem
amplificacdo de NMYC a probabilidade de sobrevida global apés cinco anos
foi de 97,3% e para aqueles com amplificagcdo de NMYC a probabilidade de

sobrevida global apos cinco anos foi de 100% (p = 0,776). Figura 27
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Figura 27 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apés cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma bem ou moderadamente
diferenciados segundo amplificacdo de NMYC, A.C. Camargo Cancer Center
1986-2003

Para os tumores pouco diferenciados e indiferenciados sem
amplificacdo de NMYC a probabilidade de sobrevida global apds cinco anos
foi de 94,4% e para aqueles com amplificagcdo de NMYC a probabilidade de

sobrevida global apds cinco anos foi de 75% (p = 0,203). Figura 28
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Figura 28 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apdés cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma pouco diferenciados ou
indiferenciados segundo amplificacdo de NMYC, A.C. Camargo Cancer
Center 1986-2003

Para os tumores intraoculares os pacientes sem amplificacdo de
NMYC a probabilidade de sobrevida global apés cinco anos foi de 97,1% e
0os pacientes com amplificacdo a sobrevida global apds cinco anos foi de

85,7% (p = 0,156). Figura 29
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Figura 29 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apés cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma intraocular segundo
amplificacdo de NMYC, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

N&o houve amplificacdo de NMYC em pacientes com tumores
extraoculares. A probabilidade de sobrevida global apds cinco anos para
todos os casos ndo amplificados foi de 80%.

Para os tumores unilaterais os pacientes sem amplificacdo de NMYC
tiveram probabilidade de sobrevida global apds cinco anos foi de 96,5% e os
pacientes com amplificacéo tiveram probabilidade de sobrevida global apos

cinco anos de 100% (p = 0,648). Figura 30
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Figura 30 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma unilateral segundo expresséo
de NMYC, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os tumores bilaterais os pacientes sem amplificacdo de NMYC a
probabilidade de sobrevida global ap6s cinco anos foi de 94,4% e os
pacientes com amplificagdo a sobrevida global a cinco anos foi de 0% (p =

0,007). Figura 31
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Figura 31 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma bilateral segundo expressao de
NMYC, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os pacientes sem infiltracdo de cordide e sem amplificacdo de
NMYC a probabilidade de sobrevida global apés cinco anos foi de 97,9% e
para os pacientes com amplificacdo de NMYC a probabilidade de sobrevida

global apdés cinco anos foi de 80% (p = 0,056). Figura 32
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Figura 32 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma sem infiltracdo de coroide

segundo amplificacdo de NMYC, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os pacientes com infiltracdo de cordide e sem amplificacdo de
NMYC a probabilidade de sobrevida global apés cinco anos foi de 96,2% e
para os pacientes com amplificacdo de NMYC a probabilidade de sobrevida

global apdés cinco anos foi de 100% (p = 0,782). Figura 33
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Figura 33 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma sem infiltracdo de cordide
segundo amplificagdo de NMYC, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003

Para os pacientes sem infiltracdo de nervo éptico e sem amplificacao
de NMYC a probabilidade de sobrevida global apds cinco anos foi de 97,8%
e para os pacientes com amplificacdo de NMYC a probabilidade de
sobrevida global apds cinco anos foi de 85,7% (p = 0,133). Figura 34

N&do houve casos de amplificacdo de NMYC em pacientes com
infiltrac&o de nervo optico. Para os pacientes sem amplificacdo de NMYC a

probabilidade de sobrevida global ap6s cinco anos foi de 92,8%.
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Figura 34 - Probabilidade acumulada de sobrevida global apds cinco anos
dos pacientes portadores de Retinoblastoma sem infiltracdo de nervo Optico
segundo amplificacdo de NMYC, A.C. Camargo Cancer Center 1986-2003
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6 DISCUSSAO

O Retinoblastoma é o tumor intraocular mais frequente da infancia e
noventa por cento dos casos sao diagnosticados antes do 5 anos de idade
(ABRAMSON e SCHEFLER 2004; HONAVAR e SINGH 2005).

Em nossa analise a idade média ao diagnostico para os tumores
esporadicos foi de 30 meses e nos casos germinais de 13 meses, similares
aos descritos na maioria dos estudos (ZUCKER et al. 1998).

N&o encontramos expressao da proteina pRb em nenhum dos casos
avaliados, o0 que esta de acordo com o paradigma estabelecido pela teoria
de Knudson (KNUDSON 1971). Atualmente, jA sabemos que ha casos de
retinoblastoma em que a teoria de Knudson ndo se aplica, pois ndo ha
mutacdo do gene RB1 e, nestes pacientes, pode-se detectar a proteina pRb
funcionalmente ativa (RUSHLOW et al. 2013). Nestes casos, ha uma forte
associagcao com a participacao do proto oncogene NMYC como iniciador do
processo de tumorigénese (RUSHLOW et al. 2013).

A expresséo protéica de MDM2 e de p53 ndo estabeleceu associacao
estatisticamente significativa dessas proteinas (agrupadas em categorias de
intensidade de positividade: MDM2 - até 10%, de 11 a 20%, de 21 a 30%, de
31 a 40% e acima de 40%; p53: até 10%, de 11 a 20% e acima de 20%)
com as variaveis clinicas e patologicas estudadas (grau de diferenciacéo
tumoral, extensédo da doenca, lateralidade, infiltracdo de cordide e infiltracdo

de nervo 6ptico).
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Estudo chinés avaliando 17 casos no periodo de janeiro de 2009 a
julho de 2011 concluiu que em 4 pacientes houve expressao protéica de p53
e associacao estatisticamente significativa com invasao de coroéide fator de
alto risco para recidiva (SEEMA et al. 2014). Yang et al descreveu 51,6% de
positividade de p53 em 31 pacientes com retinoblastoma e estava
significativamente associada ao grau de diferenciacdo tumoral com p < 0,05
(YANG et al. 1999).

Quanto a forma de apresentacéo clinica, com relacéo a lateralidade,
para todo o grupo de 469 pacientes, encontramos 282 casos unilaterais
(60,9%) e 186 casos bilaterais (39,7%), dados também concordantes com a
literatura (ABRAMSON e SCHEFLER 2004; HONAVAR e SINGH 2005).

Considerando-se o0s 225 casos que foram incluidos nas analises,
tivemos 171 casos (76%) de tumores unilaterais e 36 casos (16%) de
tumores bilaterais.

Na analise da probabilidade de sobrevida global apés 5 anos
considerando-se a positividade da expressao protéica de p53, os pacientes
com tumores bilaterais e positividade de expressao de p53 até 20% tiveram
SG 5a de 96,2%, enquanto aqueles com positividade acima de 20% tiveram
SG 5a de 75% (p = 0,006).

Quanto a extensdo, o retinoblastoma pode ser classificado em
intraocular ou extraocular. O estadiamento utilizado para os tumores
intraoculares foi o estadiamento de Reese-Ellsworth, baseado na chance de

resposta do tumor a radioterapia. Atualmente utiliza-se o estadiamento de
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Murphree baseado na chance de resposta do tumor a quimioterapia (KISS et
al. 2008).

Os tumores extraoculares foram classificados neste estudo conforme
os critérios do Children Cancer Group (CCG). Atualmente, o estadiamento
internacional € universalmente utilizado (CHANTADA et al. 2006). No total
no presente estudo tivemos 84% de tumores intraoculares (189 casos) e
16% de tumores extraoculares (36 casos).

Encontramos diferenca significativa (p = 0,037) na probabilidade de
sobrevida global ap0s cinco anos para 0s pacientes com expressao de
MDM2 até 30% (SG 5a = 98,6%) comparados com 0sS pacientes com
expressdo de MDM2 maior que 30% (SG 5a = 94,4%) nos tumores
intraoculares. Na analise de sobrevida global apés cinco anos quando
avaliamos a expresséao protéica de p53 nos pacientes com tumor intraocular
observamos diferenca significativa: paciente com até 20% de positividade
tiveram SG 5a de 97,3% e aqueles com positividade maior que 20% tiveram
SG 5a de 85,7% (p = 0,002).

Do ponto de vista anatomopatolégico classifica-se o grau de
diferenciacdo do retinoblastoma em: bem diferenciado, moderadamente
diferenciado, pouco diferenciado e indiferenciado. Para as analises da
associagcdo com genes e proteinas estudados agrupamos o0s tumores em
dois grupos: um, agrupando os tumores bem diferenciados e
moderadamente diferenciados; e, outro: agrupando 0s tumores pouco
diferenciados e os indiferenciados. Tumores poucos diferenciados estao

associados com mais de um fator de pior progndstico, maior indice de
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necrose e idade maior ao diagnodstico e tumores bem diferenciados
associam-se com idade menor ao diagnostico (KASHYAP et al. 2012). Para
classificacdo do grau de diferenciacédo utiliza-se como critério a quantidade
de rosetas de Flexner-Wintersteiner (CHEVEZ-BARRIOS et al. 2010;
KASHYAP et al. 2012).

Quando avaliamos as curvas de probabilidade de sobrevida global
apos 5 anos no grupo de pacientes com tumores bem ou moderadamente
diferenciados e expressao protéica MDM2 menor que 30% a SG 5a foi de
97,5%, enquanto pacientes com expressao protéica maior que 30% a SG 5a
foi de 89,5% (p = 0,015).

Infiltracdo de corodide, infiltracdo de nervo Optico pos lamina cribosa,
comprometimento de margem de seccao do nervo Optico e extensao extra
esclera sédo fatores prognoésticos de metastase a distancia e recaida ou
extensdo locorregional da doenca (KOPELMAN et al. 1987; TOSI et al.
1989; CHEVEZ-BARRIOS et al. 2007; CHANTADA et al. 2009).

Infiltracdo de cordide e nervo éptico pds laminar sédo considerados
critérios para indicagdo de quimioterapia adjuvante para 0s pacientes
submetidos a enucleacdo primaria ou nos casos em que houve falha de
salvamento do globo ocular a despeito do uso de todas as modalidades de
tratamento (CHANTADA et al. 2007b; CHEVEZ-BARRIOS et al. 2007;
CHANTADA et al. 2009; AERTS et al. 2013).

Para uniformizacdo dos critérios de anatomia patolégica para
definicdo de infiltracdo focal ou macica da coroide e de infiltracdo do nervo

Optico um grupo de especialistas reuniu-se para estabelecer as regras
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universais de avaliacdo e definicdo desses importantes fatores prognosticos
(SASTRE et al. 2009).

Pacientes sem infiltracdo de nervo 6ptico com expressdo de MDM2
acima de 30% tiveram probabilidade de sobrevida global apés cinco de
93,5%, enquanto pacientes sem infiltracdo de nervo Optico e com expressao
protéica de MDM2 menor que 30% tiveram sobrevida global apds 5 anos de
100% (p = 0,02). Na analise da probabilidade de sobrevida global apos cinco
anos considerando o0s pacientes sem infiltracdo de cordide e com
positividade de expressdo protéica de p53 até 20% obtivemos SG 5a de
97,3% e positividade de expressao protéica de p53 acima de 20%, SG 5a de
81,7% (p = 0,004).

Esses dados nos faz levantar uma questdo clinica relevante:
deveriamos intensificar ou indicar quimioterapia adjuvante para pacientes
sem infiltracdo de nervo Optico e sem infiltracdo de cordide com expressao
protéica de MDM2 acima de 30% e de p53 acima de 20% respectivamente?

Nos protocolos atuais, paciente sem infiltragdo pds laminar ou sem
infiltracdo de cordide ndo tem indicagdo de quimioterapia adjuvante tanto
para aquele submetido a enucleacdo primaria quanto para o paciente que
recebeu quimioterapia neoadjuvante na tentativa de preservagao ocular.

N&o encontramos na literatura trabalhos que tenha feito analise na
probabilidade de sobrevida global apGs cinco anos com a expressao protéica

de MDM2 e p53.
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Identificamos a amplificacdo de NMYC em 7 casos dos oitenta e sete
casos avaliaveis. Em nenhum dos casos com amplificacdo de NYMC houve
infiltracdo de nervo oOptico (p=0,044).

Com as demais variaveis: grau de diferenciacdo histoldgica,
lateralidade, extensdo de doenca e infiltracdo de cordide ndo observamos
associacao estatistica significativa.

Na analise da probabilidade de sobrevida global apdés cinco anos
observamos nos casos bilaterais que a presenca de amplificagcdo de NMYC
teve impacto na sobrevida (sem amplificacdo: SG 5a 94,4%; com
amplificacdo: SG 5a 0%; p = 0,007). Havia 19 pacientes com tumor bilateral
e apenas um Unico paciente dentre estes tinha amplificacdo de NMYC e foi a
Obito.

A amplificagdo de NMYC é um fator progndstico em neuroblastoma,
tumor derivado de neuroectoderma primitivo, de onde também se origina as
células da retina, que dao provavel origem ao retinoblastoma.

Um estudo envolvendo 1.068 pacientes de varios paises (Canada,
Alemanha, Franca, Nova Zelandia, Holanda) com retinoblastoma unilateral e
sem histéria familiar utilizando técnicas para andlise do niumero de cépias
gendmicas identificou 30 pacientes sem mutacdo do gene RB1, quinze
destes apresentavam amplificacio de NMYC e com caracteristicas
histologicas (tumores indiferenciados) e clinicas (tumores maiores,
invasivos) relacionadas com maior agressividade. (RUSHLOW et al. 2013).

Neste mesmo estudo apenas um paciente com amplificacdo de NMYC
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apresentou infiltracdo de nervo Optico, considerado fator progndéstico na
maioria das séries mundiais (CHANTADA et al. 2007a).

A partir dos resultados de RUSHLOW et al. (2013) algumas perguntas
foram abertas: a supressdao de NMYC poderia ser um tratamento efetivo
para retinoblastoma? O papel de NYMC estaria restrito apenas aos casos
onde tem papel como iniciador da tumorigénese ou também teria
importancia nos casos classicos com mutacdo em ambos os alelos de RB1?
A ativacdo de NMYC per si substitui a delecdo de RB1 para manter o
fendtipo neoplasico ou vice-versa? (FELSHER 2013).

LAURIE et al. (2006). identificou 10% de amplificacdo de MDM2 e que
0 gene TP53 estava intacto em 100% dos casos em retinoblastoma. Nossas
analises por FISH ndo encontraram amplificacdo de MDM2 em nenhum dos
134 casos avaliaveis e infelizmente ndo tivemos sucesso na realizacéo das

reacoes de FISH para TP53.
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7 CONCLUSAO

Este estudo conseguiu determinar a expressao protéica de MDM2,
p53, rRb e status dos genes MDM2 e NMYC numa coorte de pacientes do A.
C. Camargo Cancer Center e sua relacdo com variaveis patologicas e
clinicas do retinoblastoma.

Ha, portanto, a possibiliade de confirmacdo destes resultados em
estudos prospectivos e de utiliza-los, posteriormente, na elaboracdo de
protocolos terapéuticos identificando grupos de risco até o momento nao
reconhecidos.

A confirmacédo desses resultados em outras séries € de importancia

fundamental para validacédo de nossas observacoes.
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Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1676/12

“Anglise do status dos genes N-MYC, MDM2, p53 e RB em pac:entes portadores de
Retinoblastoma submetidos a enucleagfio”.

Os membros do Comité de Eti_ca em Pesquisa em Seres Humanos da Fundago Antonio
Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunido de 23/10/2012, apos
analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunidio de 26/06/2012, aprovaram a
realizagdo do projeto do estudo em referéncia (datado de 08 de marco de 2012) e¢ tomaram
conhecimento dos seguintes documentos:

»  Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

»  Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugdes do Conselho Nacional de
¢ Satde;
Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;
Declaragdo sobre os Dados Coletados, Publicagio dos Dados e Propriedade das
Informagdes Geradas;
Declaragdo Sobre o Uso e Destino do Material Biologico, Publicagdo dos Dados e
Propriedade das Informagdes Geradas;.
Declarag@o de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Oncologia Pedistrica
do Hospital AC Camargo;
»  Declaragdo de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia Patolégica
do Hospital AC Camargo;
Declaragio de Infraestrutura e Insm]al;ocs do Departamento de Oncologia Pedidtrica;
Orgamento Financeiro Detalhado.
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YW

Informacgdes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

2w

1/1

fundagdo Antonio Prudente - CNPJ/MF N. 60.861.568/C001-0€
L2 Froi. Antdnio Prudente, 211 — Liberdede — S3o Pauio, 5P -C1
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Anexo 2 - Ficha de registro de dados

Data de admisséo: dd.mm.aaaa

Numero do exame anatomopatolégico:

Sexo: (1) masculino (2) feminino

Cor: (1) branca (2) negra (3) amarela (4) outra
Data de nascimento: dd.mm.aaaa

Idade ao diagnhostico: (meses)

Tempo de encaminhamento:

Historia familiar: (0) ndo (1) sim

Lateralidade: (1) unilateral (2) bilateral
Localizacéo: (1) intra ocular (2) extra ocular

Primeiro sinal ou sintoma:

(1) brilho (2) estrabismo (3) vermelhidéo
(4) aumento do globo (5) diminuicao de visao

(6) fundo de olho  (7) outros (9) ignorado
Localizacéo: (1) intra ocular (2) extra ocular

Estadiamento (RE-Resse Ellsworth):
@t @n M @1v (5 V (6)nao se aplica  (9) ignorado

Margem do coto: (1) livre (2) comprometida (9) ignorado

Infiltrac@o de nervo optico:

(0) ndo (1) pré laminar (2) pos laminar (9) ignorado

Infiltracdo de coroide:

(0) ndo (1) macica (2) focal (6) ndo se aplica (9) ignorado
Diferenciagéo histolégica:

(1) bem diferenciado (2) pouco diferenciado (3) indiferenciado

(4) moderadamente difernciado (9) ignorado




Quimioterapia: (0) ndo (1) sim

Cirurgia: (1) sim, olho direito (2) sim, olho esquerdo (3) ambos
Data da cirurgia: dd.mm.aaaa

MDM2 (IHQ):

(1) Até 10% (2) 11-20% (3) 21-30% (4) 31-40%
(5) 41-50(%) (6) 51-60% (7) 61-70% (8)71-80%
(9) 81-90% (10) 91-100% (999) nao avaliavel
p53 (IHQ):

(1) Até 10% (2) 11-20% (3) 21-30% (4) 31-40%
(5) 41-50(%) (6) 51-60% (7) 61-70% (8)71-80%
(6) 81-90% (10) 91-100% (999) nao avaliavel

RB (IHQ):

(1) Até 10% (2) 11-20% (3) 21-30% (4) 31-40%
(5)41-50(%) (6) 51-60% (7) 61-70% (8)71-80%
(9)81-90% (10) 91-100% (999) nao avaliavel
NMYC (FISH)

(0) ndo amplificado (1) amplificado (999) nao avaliavel

MDM2 (FISH)

(0) ndo amplificado (1) amplificado (999) ndo avaliavel

p53 (FISH)

(0) ndo amplificado (1) amplificado (999) nao avaliavel

Data da ultima informacdo: mm.dd.aaaa

Status:

(1) vivo sem doenca (2) vivo ¢/ doenca (3) morte pelo cancer
(4) morte por outras causas (5) perda de seguimento




Anexo 3 - Fotomicrografias das reagfes de imunoistoquimica

Imagem 1. Fotomicrografia de reacdo imunoistoquimica para MDM2, com
DAB como cromogeno para MDM2 (coloracdo marrom), contracorada por
hematoxilina, exibindo positividade nuclear em até 10% das células
neoplasicas (IHQ MDM2, x400).




Imagem 2. Fotomicrografia de reagdo imunoistoquimica para MDM2, com
DAB como cromogeno para MDM2 (coloragdo marrom), contracorada por
hematoxilina, exibindo positividade nuclear de 11 a 20% das células
neoplasicas (IHQ MDM2, x400).




Imagem 3. Fotomicrografia de reagdo imunoistoquimica para MDM2, com
DAB como cromogeno para MDM2 (coloragdo marrom), contracorada por
hematoxilina, exibindo positividade nuclear de 21 a 30% das células (IHQ
MDM2, x400).

Imagem 4. Fotomicrografia de reagdo imunoistoquimica para MDM2, com
DAB como cromogeno para MDM2 (coloracdo marrom), contracorada por
hematoxilina, exibindo positividade nuclear de 31 a 40% das células
neoplasicas (IHQ MDM2, x400).




Imagem 5. Fotomicrografia de reagdo imunoistoquimica para MDM2, com
DAB como cromogeno para MDM2 (coloragdo marrom), contracorada por
hematoxilina, exibindo positividade nuclear em mais de 40% das células
neoplasicas (IHQ MDM2, x400).

Imagem 6. Fotomicrografia de rea¢do imunoistoquimica para p53, com DAB
como cromogeno para p53 (coloracdo marrom), contracorada por
hematoxilina, exibindo positividade nuclear em até 20% das células
neoplasicas (IHQ p53, x400).




Imagem 7. Fotomicrografia de rea¢éo imunoistoquimica para p53, com DAB
como cromogeno para p53 (coloracdo marrom), contracorada por
hematoxilina, exibindo positividade nuclear em mais de 20% das células
neoplasicas (IHQ p53, x400).
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Anexo 4 — Fotomicrografias das reacdes de FISH

(A) (B)

(©)

(A e B) Fotomicrografia de microscopia de fluorescéncia para avaliacdo de
hibridizacdo para sonda NMYC (Vysis NMYC single color).

(A) Controle interno da reacdo, sem amplificacdo de sinal, com dois sinais a
fluorescéncia (cor vermelha) correspondentes a hibridizacdo no locus 2p24.
(B) Amplificacdo de sinal, com mais de 10 sinais no nucleo interfasico (cor
vermelha).

(C) Fotomicrografia de microscopia de fluorescéncia para avaliacdo de
hibridizacdo para sonda MDM2 (Zytovision MDM2), reacdo sem

amplificagéo.



