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RESUMO

Sato-Kuwabara Y. Analise de alteragcbes cromossdmicas por hibridacao
gendmica comparativa e sua relacdo com a patogénese em carcinoma
epidermdéide de es6fago. Sdo Paulo; 2010. [Tese de Doutorado-Fundacéo

Antonio Prudente].

Introducdo: O carcinoma epiderméide de es6fago (CEE) € o tipo histologico
mais comum de cancer do 6rgdo e, geralmente, esta associado a um
progndéstico ruim, por se tratar de um tumor em estadio avancado ao
diagnostico. Assim, é importante identificar marcadores moleculares que
possam auxiliar na escolha de melhor tratamento, além de aprimorar os
métodos de diagndstico. O objetivo desse estudo foi identificar as alteragbes
gendmicas em CEE, usando a técnica de hibridacdo gendmica comparativa
e verificar a relagcdo desses achados com variaveis clinico-patoldgicas.
Métodos: Foram avaliadas 30 amostras de CEE, sendo que 21 casos FFEP
foram submetidos a técnica de hibridacdo genémica comparativa de alta
resolucdo (HR-CGH) e 18 amostras congeladas foram analisadas por CGH
array (aCGH). Nove casos pareados (amostras em FFEP e congeladas)
foram avaliadas por ambas as metodologias. Para a técnica de aCGH, foi
utilizada a plataforma Human Genome High-Definition CGH Microarray
4x44K (Agilent), seguindo as recomendacdes do fabricante. Resultados: A
analise de HR-CGH revelou 155 alteragcdes cromossdémicas em regides
minimas comuns, das quais 111 estavam envolvidas em perdas e 44, em
ganhos gendmicos. Dentre tais alteracdes, as perdas mais frequentes
envolveram as regides 1q, 2p, 3p, 4p, 54, 7p, 79, 89, 9p, 11q, 12q, 13q, 16p,
16q, 18p, 18q, 19p, 20p e 22q. Foram detectados ganhos genémicos mais
frequentemente em 1q, 2p, 2q, 3p, 39, 44, 69, 79, 10qg, 11p e 11q9. Entre tais
alteracdes, ganhos em 1g12-q13 e perdas em 3p24, 3p25 e em 13q31
mostraram associacao significativa com comprometimento linfonodal.

Ganhos em 1g22-g23 e em 6421 e perdas em 19913.1 e 19q13.2 foram



mais freqientes em casos apresentado grau histologico mais elevado.
Perdas em 12g24.3 foram mais freqlientes em casos com auséncia de
invasao linfatica. Perdas em 3p25 e em 15025-gq26 mostraram associacao
significativa com estadios mais precoces. Foram detectadas 38 alteracdes
gendmicas em regides minimas comuns por aCGH, dos quais 21 estavam
envolvidas em ganhos e 17, em perdas gendmicas. Ganhos gendémicos
foram detectados em 3qg, 89 e 11g. Ja as perdas gendmicas foram
encontradas em 3q, 5q, 8q, 9p, 149, 18q, 19p e 21g. Foi possivel observar
que casos com infiltragcdo até adventicia, presenca de comprometimento
linfonodal e estadios mais avancados apresentaram um perfil de alteracdes
genbmicas mais instavel. No entanto, apenas os ganhos em 11ql13.2
mostrou associacdo significativa com invaséo linfatica. A comparagéo entre
os achados de aCGH e HR-CGH permitiu identificar alteragdes concordantes
as duas metodologias, como os ganhos em 11g13.2-g13.3 e perdas em
5035.2, 9p23-p21.3, 9p21.3, 9p21.3-p21.1, 9pl13.3-p13.1, 14q32.12 e em
19g13.11. Considerando as regides alteradas detectadas por aCGH,
aproximadamente 730 genes encontram-se mapeados nestas regides e
estdo relacionados ao controle do ciclo celular, crescimento e adesao
celular, transcricdo génica, entre outros. Conclusdes: Foi possivel observar
gue casos tumorais com comportamento mais invasivo apresentaram perfil
de alterac6es genbmicas mais instavel. A analise de alteracBes gendmicas
por ambas as metodologias mostrou a existéncia de associacdes entre tais
alteracdes e variaveis clinico-patolégicas, sugerindo que genes mapeados
em tais regides podem estar envolvidos no desenvolvimento e progresséao
tumoral em CEE. Além disso, a comparacao entre os dados obtidos por HR-

CGH e aCGH permitiu avaliar diferencas entre as duas metodologias.



SUMMARY

Sato-Kuwabara Y. [Analysis of genomic alterations using comparative
genomic hybridization and the association with esophageal squamous
cell carcinoma pathogenesis]. Sdo Paulo; 2010. [Tese de Doutorado-
Fundag&o Antbnio Prudente].

Background: Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is the most
commom histological type of cancer in this organ. ESCC is associated with
poor prognosis, because it is usually at advanced stage disease at the
moment of diagnosis. Therefore, it is important to identify the molecular
markers that determine the most appropriate surgical approach in order to
select patients for target-directed therapies and improve the diagnostic
methods. The aim of this study was to identify the genomic alterations in
ESCC using the comparative genomic hybridization method and to verify the
association between these findings and clinicopathological features.
Methods: Thirty ESCC samples were evaluated in this study. Twenty-one
FFPE samples were submitted to High Resolution-Comparative Genomic
Hybridization (HR-CGH). Array-CGH was carried out in 18 frozen tissue
samples using the Agilent Human Genome CGH Microarray 44K Kit following
the manufacturer’s protocol. Results: The HR-CGH analysis revealed 155
chromosomal alterations in minimal common regions, including 111 losses
and 44 genomic gains. The most recurrent losses were detected at 1q, 2p,
4p, 59, 7p, 79, 89, 9p, 11q, 12q, 13q, 16p, 16q, 18p, 18q, 19p, 20p e 22q.
Frequent gains occurred at 1q, 2p, 29, 3p, 3q, 49, 69, 7qg, 10q, 11p e 11q.
Among these alterations gains at 1q12-q13 and losses at 3p24, 3p25 and
13931 were significantly associated with lymph node metastasis. Gains at
1922-923 and 6921 and losses at 19g13.1 and 19q13.2 were more frequent
in more differentiated tumor samples. Losses at 12q24.3 were more frequent
in cases with absence of lymphatic invasion. Losses at 3p25 and 15025-26

showed significant association with earlier stages. The aCGH analysis



revealed 38 genomic alterations including 21 regions involved in genomic
gains and 17 in losses. Genomic gains were detected at 3q, 8q and 11q;
losses were found at 3q, 59, 8q, 9p, 14q, 19p and 21g. A more unstable
genomic alterations profile were found among the cases showing deeper
tumor infiltration level, lymph node metastasis and advanced stages.
However only gains at 11g13.2 showed significant association with lymphatic
invasion. The comparison between the HR-CGH and aCGH findings revealed
recurrent alterations in both analysis as gains at 11g13.2-g13.3 and losses at
5035.2, 9p23-p21.3, 9p21.3, 9p21.3-p21.1, 9p13.3-p13.1, 14932.12 and
19913.11. According to the aCGH analysis, aproximadately 730 genes were
mapped to the altered regions. Many of these genes are related to various
cellular processes as cell cycle control, cell growth and adhesion, gene
transcription and others. Conclusion: Tumors showing a more invasive
behaviour presented a more unstable genomic alteration profile. HR-CGH
and aCGH analysis showed significant associations between some genomic
alterations and clinicopathological findings, suggesting that genes mapped to
these regions have a role in tumor development and progress in ESCC.
Additionally, the comparison between the HR-CGH and aCGH findings

revealed differences between the two techniques.
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INTRODUCAO




Introdugao 2

1 INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE ESOFAGO (CEE)

Segundo os dados do International Agency for Research on Cancer
(IARC) (FERLAY et al. 2008), o cancer de esbfago € o oitavo tipo de
neoplasia mais comum, com estimativa de cerca de 481 mil casos novos,
correspondendo a 3,8% do total de casos de cancer no mundo todo. E a
sexta causa de morte por cancer, com estimativa de 406 mil mortes/ano, o
gue equivale a 5,4% do total de mortes por cancer no mundo inteiro
(FERLAY et al. 2008).

No ambito mundial, existe uma grande variabilidade regional nas
taxas de incidéncia e mortalidade em cancer de es6fago, sendo as mais
altas encontradas em paises do sul e leste da Africa e leste da Asia, como
Iran, Madagascar, Mogcambique, China e Japdo. Na América Latina, paises
como Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai apresentam as maiores taxas de
incidéncia para essa doenca (FERLAY et al. 2008).

O céancer de es6fago ocorre predominantemente em paises em
desenvolvimento, sendo a sexta neoplasia em freqiéncia em nosso pais,
com estimativa de cerca de 10600 casos novos/ano e causando mais do que
5300 6bitos por ano. Ocorre predominantemente em homens, em uma taxa
de incidéncia bruta de 8,12:100000 em homens e de 2,69:100000 em

mulheres em todo o pais (Ministério da Saude 2008). Os dados do Instituto
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Nacional do Cancer mostram uma grande diferenca regional em nosso pais,
sendo que as taxas brutas de incidéncia, em homens por regido geografica
do pais sdo muito diferenciadas, sendo na regido Norte de 1,98:100000, no
Nordeste de 3,89:100000, no Centro-Oeste de 6,26:100000, no Sudeste de
9,74:100000 e na regido Sul de 15,82:100000. O Rio Grande do Sul é o
estado de maior incidéncia da doenga, com taxa bruta de 18,50:100000 para
homens e 7,18:100000 para mulheres (Ministério da Saude 2008).

Essa diferenca regional observada entre as taxas de incidéncia de
cancer de eso6fago sugere o envolvimento de fatores ambientais em sua
etiologia, como dieta e alto consumo de tabaco e alcool (DIETZ et al. 1998;
ENGEL et al. 2003; RIBEIRO PINTO et al. 2003). Regides que apresentam
alta incidéncia dessa doenca, como a Argentina, Uruguai e o estado do Rio
Grande do Sul, apresentam o habito de consumir o mate quente, bebida feita
da infuséo de folhas secas de llex paraguayensis (DIETZ et al. 1998). Alguns
estudos tém verificado a associagcéo entre 0 consumo de mate e regides de
alta incidéncia de CEE, levando a hip6tese de que o mate pode ser
considerado um fator etioldégico associado ao desenvolvimento deste tumor
(CASTELLSAGUE et al. 2000; DE STEFANI et al. 2003; SEWRAM et al.
2003). No entanto, ainda ndo existe um consenso em relagdo ao possivel
mecanismo pelo qual o mate possa ser considerado carcinogénico para o
CEE.

O cancer de esbfago apresenta dois tipos histolégicos principais,

carcinoma epiderméide e o adenocarcinoma, sendo o0 carcinoma
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epiderméide (CEE) o tipo histologico mais comum (ROSAI 2004; LAMBERT
e HAINAUT 2007).

O modelo de progressao carcinogénica segue o observado em outras
mucosas revestidas por epitélio pluriestratificado, apresentando lesfes
displésicas, neoplasia intraepitelial e carcinoma invasor. De modo geral, a
displasia epitelial tem sido definida como um crescimento desordenado do
epitélio, caracterizada por atipia celular, diferenciagdo anormal e arquitetura
desorganizada, sendo essas caracteristicas mais acentuadas em displasias
mais graves (ou de alto grau), e equivalente ao carcinoma in situ ou
intraepitelial (KUWANO et al. 2003).

Acredita-se que a inflamacgao cronica do tecido que reveste o trato
esofagico, causadas por toxinas provenientes do cigarro e alcool, pode ser
um fator desencadeador do desenvolvimento tumoral em CEE (BIRD-
LIEBERMAN e FITZGERALD 2009).

De modo geral, a fase mais precoce de CEE é assintomatica, o que
faz com que o diagndstico desse tumor ocorra em estagios mais avancados.
Um dos principais sintomas dessa doenca € a disfagia, ou seja, a dificuldade
para degluticdo, que ocorre quando ha consideravel invasdao do lumen
esofagico pelo tecido tumoral. Outro sintoma comum nesse tipo tumoral é a
dor, geralmente, desencadeada quando h& invasdo em 6érgaos adjacentes
ao esofago (BIRD-LIEBERMAN e FITZGERALD 2009). Por esse motivo, na
grande maioria dos casos, o CEE esta associado a um progna@stico ruim, por

se tratar de um tumor em estadio avancado ao diagnostico.
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O comprometimento linfonodal é freqientemente observado, por
apresentar uma rica drenagem linfatica no tecido esofagiano, e este fator
tem sido considerado como uma importante causa para o fracasso das
terapias em CEE (KUWANO et al. 2003; ROSAI 2004).

Embora as varias modalidades de terapia, adicionalmente a
ressec¢ao cirdrgica, tenham sofrido melhora ao longo dos anos, ainda
observa-se uma alta taxa de mortalidade ap6s cirurgia (FUJITA et al. 1995;
NAKAGAWA et al. 2004; TACHIBANA et al. 2005). Em casos de CEE
localmente avancados, a ressec¢ao cirlrgica continua sendo a principal
opcao de tratamento com potencial intencdo curativa. A utilizacdo de
terapias adjuvantes e neoadjuvantes como quimioterapia e radioterapia €
relatada em casos de CEE, na tentativa de aumentar as taxas de cura e
diminuir o risco de recorréncia da doenca. No entanto, a eficacia de tais
procedimentos terapéuticos ainda nédo esta bem definida (LIU et al. 2008).

Os avancos na compreensao das caracteristicas moleculares dos
tumores permitiram o desenvolvimento de terapias-alvo moleculares, e
consequentemente, de tratamentos mais efetivos e com menor toxicidade
gue poderiam ser aplicados em casos de CEE (KU e ILSON 2009). Desse
modo, € importante identificar marcadores moleculares que possam definir
subgrupos de pacientes com melhor ou pior prognéstico, auxiliar na escolha
de melhor tratamento, além de aprimorar os métodos de diagnéstico, e
assim, melhorar a sobrevida desses pacientes. Andlises envolvendo
diferentes marcadores em amostras de CEE foram realizados por nosso

grupo. Casos com amplificacdo génica de HER2 (human epidermal growth
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factor receptor 2) mostraram pior progndéstico, quando comparados aos
casos com auséncia de amplificacdo desse gene, indicando que casos
apresentando amplificagdo de HER2 poderiam se beneficiar do tratamento
com Trastuzumab, uma vez que amplificacdo desse gene indica um grupo
de pacientes em que esse tipo de tratamento poderia melhorar o progndstico

(SATO-KUWABARA et al. 2009).

1.2  HIBRIDACAO GENOMICA COMPARATIVA (CGH) E

CANCER

Métodos em citogenética tém sido muito utilizados em diagndstico
clinico e pesquisa béasica e contribuido para desvendar rearranjos estruturais
e marcadores moleculares em diversos tumores humanos (SPEICHER e
CARTER 2005). Inicialmente, os estudos envolviam técnicas convencionais
baseadas em andlise de cariétipo e bandamento cromossémico, capazes de
detectar alteracbes cromossdmicas numéricas e estruturais (LI e PINKEL
2006).

O advento da técnica de Hibridacdo Gendmica Comparativa (CGH, do
inglés Comparative Genomic Hybridization) permite detectar aberracoes
cromossOmicas de todo o genoma em apenas um experimento, como
amplificacdo e delecdo, sem a necessidade de prévio conhecimento do
cariotipo (SPEICHER e CARTER 2005).

Resumidamente, a técnica de CGH cromossOmico baseia-se na

hibridacdo in situ fluorescente em que o DNA gendmico total isolado das
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amostras teste e referéncia sdo marcados com haptenos e detectados pela
ligacdo a agentes fluorescentes, submetidos a uma hibridagdo competitiva
em cromossomos metafasicos normais. As taxas de fluorescéncia das
amostras teste e referéncia ao longo do eixo longitudinal de cada
cromossomo é quantificada pela andlise da imagem digital. Os ganhos e
amplificagbes ou perdas e delecbes no DNA teste em comparagdo ao DNA
de referéncia sao identificadas por alteracdes na razédo de fluorescéncia
capturada ponto a ponto ao longo dos cromossomos metafasicos
(KALLIONIEMI et al. 1993; BRYNDOREF et al. 1995; INAZAWA et al. 2004).

A técnica de CGH array (aCGH) supera as limitagcbes quanto a
resolucdo das alteracbes de ganhos e perdas gendmicos, ja que por CGH
cromossOmico, o limite de deteccdo de perdas e ganhos de seqUéncias
cromossémicas é de cerca de 10Mb (SNIJDERS et al. 2003; HUGHES et al.
2004; SHIH IE e WANG 2005; BEJJANI e SHAFFER 2006). O método de
aCGH baseia-se nos mesmos principios do CGH cromossémico; no entanto,
h& a substituicdo do uso de cromossomos metafasicos por plataformas
contendo sequéncias conhecidas de DNA (SNIJDERS et al. 2003; PINKEL e
ALBERTSON 2005; SHIH IE e WANG 2005; BEJJANI e SHAFFER 2006).
Assim, uma das vantagens do aCGH é a avaliacdo quantitativa das
alteracdes no numero de copias de DNA em maior resolucao.

Tais metodologias permitem definir regides cromossémicas mais
freqientemente alteradas, e conseqiientemente, auxiliar na identificacao de
regides de interesse que contenham genes candidatos a oncogenes e

supressores de tumor (SNIJDERS et al. 2003; VAN BEERS e NEDERLOF
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2006). A analise de aberracdes cromossémicas por CGH é considerada uma
importante ferramenta no estudo em tumores, ja que amplificagcdo de
oncogenes ou delecdo de genes supressores estdo envolvidas no
desenvolvimento e progressdo tumoral e tem sido relacionadas com
parametros clinico-patolégicos como estadiamento, comprometimento

linfonodal, infiltragdo tumoral e prognadstico.

1.2.1 CGH cromossomico e CEE

A técnica de CGH tem sido utilizada para a deteccdo de alteracdes
gendmicas em diversos tipos tumorais como em mama (OJOPI et al. 2002;
VAN BEERS e NEDERLOF 2006; TAN e REIS-FILHO 2008), ovario
(BERNARDINI et al. 2004), cabeca e pescoco (BERGAMO et al. 2000;
REDON et al. 2001; SQUIRE et al. 2002; AKERVALL 2005; AKERVALL
2006) e pulméao (CHOI et al. 2007).

Ha um numero limitado de estudos que utilizaram CGH cromoss6émico
em CEE (Quadro 1), incluindo linhagens celulares (TADA et al. 2000; YEN et
al. 2003; SUGIMOTO et al. 2007) e amostras de tumor primario (YEN et al.
2001; UENO et al. 2002; NOGUCHI et al. 2003; SHIOMI et al. 2003; UENO
et al. 2003; YEN et al. 2003; KWONG et al. 2004; WANG et al. 2006; QIN et
al. 2008).

Dentre as alteracdes mais frequentes identificadas associadas a CEE,
foram relatados ganhos envolvendo as regides cromossOmicas 3q, 5p, 8q,
119 e 20q e perdas em 4p, 44, 9p, 13q e 18q (TADA et al. 2000; YEN et al.

2001; ISHIZUKA et al. 2002; UENO et al. 2002; ARAI et al. 2003; NOGUCHI
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et al. 2003; SHIOMI et al. 2003; UENO et al. 2003; KWONG et al. 2004; SU
et al. 2006; WANG et al. 2006; CARNEIRO et al. 2008; QIN et al. 2008).
Além da identificacdo de regiGes cromossOmicas envolvidas em perdas e
ganhos gendmicos, muitos estudos relacionaram tais alteragdes com fatores
progndsticos em CEE.

A identificacédo de alteracdes cromossdmicas relacionadas a presenca
de comprometimento linfonodal tem sido avaliada por alguns autores, por ser
considerada como um importante fator prognéstico em CEE. TADA et al.
(2000) e UENO et al. (2002; 2003) relataram que ganhos em 8g24-gter e em
20qgl12-gter e perdas em 1g22-qgter estdo associados a metastase linfonodal.
Em dados apresentados por QIN et al. (2008), ganhos nas regides 6p e 20p
e perdas em 10p e 10q podem contribuir para metastase linfonodal em CEE.
Mais recentemente, SAKAI et al. (2009) relataram que ganhos em 2g12-q14,
3024-926 e 7921-g31 estdo associados a comprometimento linfonodal.

Em estudo comparativo entre casos de CEE e adenocarcinoma de
esbfago (ACE), SU et al. (2006) demonstraram que ganhos em 3q26-qter,
5g35-gter e 9932-9g34 foram mais frequentemente detectadas em CEE. Em
analise similar, WANG et al. (2006) identificaram diferencas nas alteracbes
gendmicas envolvendo ganhos em 8q, 3q, 5p e 20qg e perdas em 3p, 8p, 5q,
17p e 18q, mais frequentes em amostras de CEE. Adicionalmente, foi
verificado que ganhos em 5p e perdas em 13p e 3p estavam associadas a
estadios mais precoces, enquanto que ganhos em 3g e 8p eram mais

frequentes em estadios mais avangados (WANG et al. 2006).




Introdugao 10

YEN et al. (2001) relataram que perdas envolvendo 4p e 139q12-q14 e
ganho em 5p estavam significativamente associados a estadios mais
avancados. Os autores reportaram que perdas em 8p22-pter e 9p também
foram associadas a estadios mais avancados, apesar de nao atingir
significancia estatistica.

Em estudo apresentado por UENO et al. (2002), os ganhos
genOmicos envolvendo as regibes 3q926-qter, 7922, 8qg24-qter e 11913 e
perdas em 3pll-p21.1, 4q932-934, 9p21-p23 e 18g22-qter foram mais
freqientemente encontrados em casos em estadio | (UENO et al. 2002).
Além destas regifes, os autores observaram que ganhos em 5p15, 14921 e
20912 e perdas em 11¢g22-g23 eram comumente encontrados em amostras
em estadio Ill e IV (UENO et al. 2002).

Os ganhos envolvendo as regifes 5p e 7q e delecbes em 4p, 9p e
11q foram descritos como fatores progndsticos significantes em CEE (YEN
et al. 2001). Em outro estudo, foi verificado que a presenca de trés
alteracées envolvendo ganhos gendmicos em 5pl5, 8qg24-qter e 14921
influenciavam o progndstico da doenca, afetando negativamente a sobrevida
dos pacientes (UENO et al. 2002). A amplificacdo em 12p também foi
associada a pior prognéstico (KWONG et al. 2004).

Em andlise utilizando amostras de diferentes estagios na progressao
tumoral em casos de CEE, SHIOMI et al. (2003) verificaram que ganhos em
30, 8q, 11913 e 14q estavam associados a eventos mais precoces durante a
progressao tumoral, enquanto que perdas em 3p, 5q, 13q e 21q, e ganhos

em 1p e Xq estavam relacionados a eventos mais tardios.
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Além disso, outros fatores foram associados com regides
cromossOmicas mais frequentemente alteradas. Os ganhos em 8qg e 3q
mostraram associagao significativa com padréo de infiltracdo tumoral e pT,
respectivamente (NOGUCHI et al. 2003). Nesse mesmo estudo, foi
demonstrado que ganhos em 2p e perdas em 1p e 16p estava relacionado
com invasao linfatica (NOGUCHI et al. 2003). Altera¢gBes envolvendo ganhos
gendmicos em 8qg24 foram associadas a tumores pouco diferenciados (YEN

et al. 2001).
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Quadro 1 - Sumarios dos dados resultantes da analise de alteracdes no numero de copias de seqiéncias de DNA
por CGH cromossdmico em casos de CEE descritos em literatura.

Tipo de e
Autor N amostra Ganho Perda Achados especificos
Tada et al. 2000 g Linhagem  11q,8d, Xq, 3q,5p, 7p. 17p. 154 44 op
celular 20q
Tumor 1q, 29, 39, 5p, 7p, 79, 89, 1p, 3p, 4p, 5q, 8p, 9p, 99, -4p,-13ql2, +5p: estadio
Yen et al. 2001 46 rimario 11q, 12p, 12q, 14q, 17q, 11qg, 13q, 16p, 17p, 18qg, +8q24:tumores pouco diferenciados
P 20q, Xq 19p. 199 +5p, +7q, -4p, -9p, -11q: pior progndstico
+8024, +209l2, -11g22-23: metastase
Linhagem linfonodal
Ueno et al. 2002 51 celular 30, 8q, 119 3p. 18q +5p15, +14921: metastase
+5p15, +8g24, +14921: pior prognostico
1p, 1q, 2p, 29, 3q, 5p, 7p,
Ueno et al. 2003 34 ngrrio 7q. 8p. 8q. 11q, 12p, 14q, ig 4fé 4%84%13“'291"’ 14, 8424, +20q12: metastase linfonodal
P 15q, 179, 18p, 20p. 20q, Xq 9. 200, 100, 199, 224
+8q: infiltracéo tumoral
. Linhagem +3q: pT
Noguchi et al. 2003 53 celular 34, 5p, 89, 119, Xq 3p. 59, 4p, 1p, Xp +2p, -1p, -16p: invasdo linfatica
+30: estadiamento clinico
1p36, 1g32-gter, 3926-qgter,
5p15, 6p25-pter, 7pl5-pter,
7922, 8qg24-qter, 9q34-qter, = _
. Comparacdo com achados pela técnica de
Yen et al. 2003 8 Linhagem 11913, 12pi13-pter, 14924, 3p, 4, 5015-022, 6ql6-qter, SKY (Spectral Karyotyping)
celular 15g25-qter, 16pl2-pter, 7qg32-gter, 9p, 18g21-qter validacio por aPCR: PIK3CA e TP63
16923-gter, 18p, 19ql1- gaoporg ’
q13.3, 20q13-gter, 22q913-
qter, Xg24-qgter
N Linhagem 3p, 4p, 4q, 5q, 69, 13q, 18q, +3q, +11g13, +14q: eventos precoces
Shiomi et al. 2003 12 celular 30, 8, 11q, 149, Xq 21q, Xp -3p, -5q, -13q, -21q, +1p, +Xq: eventos tardios

12
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Cont/ Quadro 1

Tipo de

Autor N Ganho Perda Achados especificos
amostra
Tumor 3q, 8q, 5p, 7q, 15q, 20p, 1q, 3p, 4q, 4p, 39, 9p, 19p, 13p, - -
Kwong et al. 2004 60 primario 7p. 2p, 12p 13q +12p: pior prognoéstico
Tumor Comparagdo do perfil de alteracdes
Wang et al. 2006 37 primario 30, 8q, 5p 3p. 8p, 9q, 13q gendmicas entre CEE e ACE
Andlise integrada de dados de expresséo
Sugimoto et al. 10 Linhagem 5p, 59, 7p, 8q, 11qg, 14q, 9q. 18 génica e alteracdes cromossbmicas
2007 celular 16q, 20q q. 1ea - 97 genes apresentaram expressao génica
elevada e ganhos de seqiiéncias de DNA
Qin et al. 2008 37 ;ﬁmgrrio 3q, 8q, 5p 3p, 8p, 99, 13q +6p, +20p, -10pg: metastase linfonodal
Linhagem +3q, +5q, +9q: CEE
Su et al. 2006 3 celular 3q, 59, 5p, 89, 9q, 20q, 3p, 4q, 69, 18 +10425: ACE
Tada et al. 2000 36 Tumor 3q, 8g23-qter, 11q13, 5p14- 18q, 3p, 9p, 5914-923, 4q, +8g23-gter, +20q, -11g22-qter: metastase
) primario pter, 20q, 79, 2p, 12p, 20p 13q, 11922-gter linfonodal
17912, 17921, 3929, 30928,
8724.2, 22912, 3q27,
8024.3, 1922, 5p15.3, +2q12-912, +3024-926, +7921-931:
Sakai et al. 2009 51 Tﬁrrrr:grrio 22913, 3026.3, 8023, Ip§§-31,33g§6, Yql2, 13q21, metastase linfonodal e pior progndstico
P 8q24.1, 9934, 11q13, 17p12, ~“4°% +°0 +7p13-p21: metéstase a distancia
17925, 20912, 20q13.1,

1932, 1942, 20g13.2

*ACE: Adenocarcinoma de es6fago

13
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1.2.2 CGH array e CEE

A aplicacdo da técnica de CGH cromossdémico em CEE permitiu a
deteccdo de muitas alteracdes genOmicas que foram associadas com
diversos fatores progndsticos. No entanto, uma das desvantagens dessa
metodologia é a incapacidade de detectar genes especificos mapeados nas
regides cromossomicas alteradas. Essa limitacdo pode ser resolvida com o
desenvolvimento de técnicas de microarray, que permite a andlise em larga
escala e identificagdo de genes mapeados nestas regibes gendomicas
alteradas.

A técnica de CGH array tem sido utilizada na identificacdo de
alteracées no numero de copias do DNA em diversos tipos tumorais, como
em cancer de mama (ROGATTO 2000; ANDRE et al. 2009), leucemia
(YASAR et al. 2010), pulmdo (KANG et al. 2009), cabeca e pescoco
(FREIER et al. 2010; OR et al. 2010) e esttmago (NAKAMURA et al. 2009;
UCHIDA et al. 2010), entre outros.

Por se tratar de técnica relativamente recente, existem poucos dados
em literatura de CGH array em CEE. A maioria dos trabalhos foi realizada
utilizando diferentes plataformas baseadas em bibliotecas de BACs, com
diferentes resolugdes e tamanhos (Quadro 2).

Dados em literatura revelam a presenca de alteragbes como ganhos
na regiao 11913, 8924, 3926, 20913, 7pll e 7p22 e perdas em 9p21 como
freqientemente relatadas nesse tipo tumoral (ISHIZUKA et al. 2002; ARAI et
al. 2003; KIM et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007; CARNEIRO et al. 2008;

SUGIMOTO et al. 2009).




Introducao 15

Alguns genes de interesse que possam estar envolvidos no
desenvolvimento e progressdo tumoral foram mapeados nas regides
cromossOmicas mais freqientemente alteradas. Ganhos envolvendo 11913
foram encontrados em todos os estudos ja realizados em CEE (ISHIZUKA et
al. 2002; ARAI et al. 2003; KIM et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007;
CARNEIRO et al. 2008; SUGIMOTO et al. 2009). Genes envolvidos em
importantes vias de sinalizacdo encontram-se mapeados nessa regiao,
dentre os quais, os mais frequentemente relatados sdo CCND1 (cyclin D1),
FGF3 (fibroblast growth factor 3), FGF4 (fibroblast growth factor 4) e CTTN
(cortactin) (ISHIZUKA et al. 2002; ARAI et al. 2003; KIM et al. 2006;
HIRASAKI et al. 2007; CARNEIRO et al. 2008). Adicionalmente, outros
genes mapeados em 1113 foram descritos em literatura, mas em menor
freqiéncia, como PAK1 (p21 protein-activated kinase 1) (KIM et al. 2006),
ORAOV1 (oral cancer overexpressed 1), CPT1A (carnitine
palmitoyltransferase 1A) (HIRASAKI et al. 2007), MYEOV, PPFIA, FAD,
TMEM16A, CTTN, SHANK2 (HIRASAKI et al. 2007; CARNEIRO et al. 2008),
GAL, GSTP1, MRPL11, MRPL21, NDUFS8, POLA2, RAB1B, RNASEH2C,
SF3B2, Y1F1A (SUGIMOTO et al. 2009).

Outra alteragdo consistente em literatura em CEE envolve ganhos
gendmicos em 8924 (ISHIZUKA et al. 2002; ARAI et al. 2003; HIRASAKI et
al. 2007; CARNEIRO et al. 2008; SUGIMOTO et al. 2009). Nessa regiao,
encontram-se mapeados os genes MYC (ISHIZUKA et al. 2002; ARAI et al.

2003) e PTK2 (KIM et al. 2006).
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Diversos genes de interesse foram identificados em outras regides
envolvidas em alteracbes gendmicas. A identificacdo de alguns genes foram
concordantes entre alguns dos estudos descritos, como EGFR em 7p12
(ISHIZUKA et al. 2002; CARNEIRO et al. 2008), FHIT em 3p14.2 (KIM et al.
2006; HIRASAKI et al. 2007) e MTAP em 9p21 (KIM et al. 2006; HIRASAKI
et al. 2007). No entanto, diversos outros genes foram relatados, como por
exemplo, EGR2 (10g21.3), LRP1B (2921.2), RBP1, RBP2 (3g21-922),
EIF5A2 (3026.2), CDKN2A (9p21), CLDN11 (3¢26.2), MDM (12q14), ERBB2
(17912), GALR1 (18g23), PIK3CA (3926.32) entre outros (ISHIZUKA et al.
2002; KIM et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007; SUGIMOTO et al. 2009).

HIRASAKI et al. (2007) verificaram a existéncia de associagéo entre a
sobrevida global e a presenca de alteracdes em determinadas regides
cromossOmicas como Xg21.33, 3927.1, 3929, 4921.1, 4921.21, 4925, 4927,
4931.1, 5012.3, 8p21.3, 109l1l1.23, 10925.2 e 10¢26.2-9g26.3. Essa
associacao também foi verificada por CARNEIRO et al. (2008), sendo que
ganhos nas regides 19p13.3, 3qll.2, 39g22.3 e 1p36.32 e perdas em
10p11.23, 9934.3 e em 10911.21 mostraram associagao significativa com
pior prognaostico.

Adicionalmente, outros fatores mostraram associacdo com dados
resultantes da andlise de alteracbes genémicas por CGH array. Relatos
mostram que ganhos nas regides 6p25.3, 12pl13.33 e 17pl3.1 estédo
presentes em tumores em estadio |, enquanto que casos em estadio II-1V
mostraram mais freqientemente ganhos em 12p13.33, 5p15.33, 20q13.33 e

11913.3 (CARNEIRO et al. 2008). Nesse mesmo relato, os autores
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verificaram que ganhos na regido 7p22.3 estavam associados a metastase
linfonodal; ganhos em 8qg21.3 estavam associado a metastase a distancia

(CARNEIRO et al. 2008).
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Quadro 2 - Sumarios dos dados resultantes de analise de alteracdes gendmicas por
CGH array em casos de CEE descritos em literatura.

Autor N  Amostra Plataforma Ganhos Perdas
32 Tumor BAC — 1p, 1q, 2p, 3p, 3q,
Ishizuka et al. 13 primario (32)  AmpliOnc — 7p, 7q, 8p, 8g, 11g, Nao avaliado
2002 Linhagem Vysis (57 12p, 12q, 17q, 19p,
celular (13) oncogenes) 20q, 22q, Xq
BAC -
Arai et al. Tumor AmpliOnc —
2003 20 orimario Vysis (57 30, 8q, 110, 5p 3p. 40, 210, 9p, 5q
oncogenes)
1p12, 1qtel, 2921.2, 3ptel,
3p24.3, 3pl14.2, 3921-q22,
Tumor BAC - 3026.2, 4ptel, 5qtel,
Kim et al primério (13) GenoSensor 6pl12.1-p21.1, 60g25.1, 7qg32-g34, 8ptel,
2006 13 Xeno- Vysis (287 10g21.3, 11q13, 8p22, 8p22-p21.3, 8p22,
transplante clones) 11913-q14, 22qtel 8qg24-qter, 9p21, 9pll.2,
(8) 10p13, 12qtel, 16q24.2-
g24.3, 18qll.2, 18qg21.3,
19ptel, 19qtel
3026.2, 3027.2,
11913.3-q13.4,
11913.3, 3026.33,
2‘”53‘1 3 288q234'§£1)’ 3p14.2, 4933-g34.1, 534,
BAC - 3q o 9028 3029, 17005 1 13¢13.2, 18¢22.3,
MACarray 425.31, 392631, 9003 "3p24.3, 3pl4.2
. _ 3026.32, 3027.1, ' ’ :
Hirasaki et al. 23 Tumor Karyo 3027.3-028 3028 3pl2.2, 3pl2.1, 4qgl2,
2007 priméario (96.768 3 27'3 ' 3 29' 4932.3, 4934.3, 5023.1,
clones) qzr-2, 9% 5q23.3,  5033.2-33.3,
8g24.3, 3p22.3,  gos51 11923.1, 13q21.1
11g22.3, 3p14.2, L " -
4033-q34.1, 5034, P
11925, 13913.2,
18022.3, 18923,
3p24.3
5p15.33, 7p22.3,
’pll2, 842413~ 5063 p2a2,  3plac-
g24.23, 8024.3, 1141 3p14.1-p13
Carneiro et al. 30 Tumor BAC (32k) 10g26.3, 11913.3- 2123 13.1 P éngz‘
2008 primario q13.4, 12p13.33, 9q 2raze. 2 Pes.2,
p24.3-p24.2, 9p23,
14932.33, 16pl13.3, 9021 3. 11025
17p13.1,  19p13.3, ~Pe-=> A4
19913.42, 20q13.33
1911, 2p22.2-p21,
3025.32-g26.1,
3026.2-q29, 5p15.33-
pl4.3, 7p22.2-pl3,
. . 7p12.3-p11.2,
10 ' . 8p11.21, 8021.3- 3g26.1, 4g31.3, 18q12.1-
al. 2009 5 CEE Agilent
£ oCP (244K) g22.1, 8022.1, 23
8022.2-024.12,
8024.13-24.22,
11913.1-g13.3,
15025.2,  20g11.1-
ql3.12
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2 OBJETIVOS

Diante do contexto apresentado, o objetivo principal desse projeto é
identificar alteracdes gendmicas em amostras de carcinoma epidermdide de

es6fago, pela técnica de hibridagdo genémica comparativa.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar ganhos e/ou perdas gendmicas em amostras de CEE, por
técnicas de HR-CGH (do inglés, High Resolution-CGH) e aCGH (do
inglés, array CGH).

2) Selecionar as regides gendmicas e 0s genes mais freqliientemente
alterados que possam estar envolvidos na progressao tumoral,
correlacionando com variaveis clinico-patolégicas em CEE.

3) Verificar a concordancia entre as alteragdes detectadas por aCGH e

HR-CGH, comparando os achados de ambas as metodologias.
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3 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS DE CEE

O presente estudo compreende amostras fixadas em formalina e em
blocos de parafina (FFEP) e de tecido congelado de amostras de CEE
usuais, que nao foram expostos a tratamento prévio a cirurgia. Foram
selecionadas 30 amostras de CEE, sendo que 11 sao procedentes do
Hospital Santa Teresinha (Erechim, RS) e 19, do Hospital A.C. Camargo
(Séo Paulo, SP).

Em Sao Paulo, as amostras de tecido foram fornecidas pelo Banco de
Tumores do Hospital A.C. Camargo e foram provenientes de pacientes
atendidos no Departamento de Cirurgia Abdominal, no Hospital A. C.
Camargo, Sao Paulo. Os exemplares do Rio Grande do Sul foram
procedentes de pacientes submetidos a cirurgia de casos de CEE atendidos
no Hospital Santa Teresinha, Erechim. Em todas as localidades, os
pacientes foram convidados a participar do estudo apds consentimento pos-
informado.

Para a avaliagdo da presenca de associacdo entre alteracbes
genbmicas e variaveis clinico-patolégicas, foi realizada a revisdo dos
prontuarios médicos e dos registros hospitalares do Departamento de
Anatomia Patologica para todos os casos, sendo levantados dados

relacionados a idade, sexo, tamanho tumoral, nivel de infiltragdo tumoral,
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grau histologico, estado linfonodal, presenca de metastase e recidiva,
margens cirdrgicas, invasdo vascular e/ou linfatica, além de informacfes
relativas a evolucdo da doenca e divididos como pacientes vivos sem
doenca, vivos com doenca, mortos pela doenca, mortos por outras causas e

seguimento clinico perdido.

3.2 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

3.2.1 Amostras de Tecido Fixado em Formalina e Embebido em
Parafina (FFEP)

Inicialmente, um patologista realizou a analise de uma lamina
contendo a amostra tumoral em coloracdo por hematoxilina-eosina, para
confirmagdo do diagnostico. Conforme a necessidade, foi realizada
microdissecc¢ao a laser ou manual (Scrape) das amostras para eliminacao de
tecido contaminante, ou seja, qualquer tecido que ndo fosse composto por
células tumorais.

Para a extracdo do DNA gendmico, foram utilizados os reagentes do
QIAmp DNA Micro Kit (Qiagen), de acordo com as instru¢des do fabricante

para cada tipo de microdisseccao utilizada.
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3.2.1.1 Microdisseccdo a laser - LCM (do inglés, Laser Capture
Microdissection)

As laminas contendo cortes de 3,5-4um de espessura foram
desparafinizadas em dois banhos em xilol de 2 min cada e hidratagdo em
série de etanol 100% (2 min), 95% (1 min) e 75% (30 segundos) e agua
RNAse free (30 segundos). Em seguida, foi realizada a coloracdo em
hematoxilina (1 min) e em eosina (30 segundos), desidratacado das laminas
em série de etanol 75% (30 segundos), 95% (30 segundos) e 100% (1
minuto) e xilol (5 min). As laminas permaneceram em temperatura ambiente
por 5 minutos.

Em seguida, os cortes foram microdissecados usando o sistema de
microdisseccdo a laser PixCell 1l (Arcturus Engineering, CA).
Resumidamente, nesse sistema, um polimero termoplastico acoplado a
superficie de um cap é posicionado sobre o corte de tecido a ser
microdissecado. O feixe de laser derretera o polimero termopléastico, que
entdo liga-se as células de interesse no corte de tecido. O tecido resultante
da microdisseccédo a laser, aderido ao Cap Sure, € colocado em tubos de
microcentrifuga.

A extracdo do DNA seguiu o protocolo recomendado pelo fornecedor
do QIAmp DNA Micro kit (QIAGEN). Resumidamente, os tubos com as
amostras microdissecadas foram invertidos em estufa a 56°C para permitir a
acdo do tampao ATL acrescido de proteinase K (fornecido QIAmp DNA
Micro kit) para a digestdo das amostras durante 16 horas. Posteriormente,

0s tubos contendo as amostras foram centrifugados a 14000 rpm por um
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minuto e, entdo, o cap foi removido. Em seguida, foram adicionados 25 pL
do tampé&o ATL, seguido de 50 uL do tampdo AL contidos no kit, acrescido
de 50 uL de etanol 100% e a reacdo foi incubada por cinco minutos, a
temperatura ambiente. Apds breve centrifugacdo a 14000 rpm por um
minuto, todo o conteddo contendo o lisado foi transferido para a coluna
fornecida pelo QIAmp DNA Micro kit e centrifugada a 8000 rpm, por um
minuto. A coluna foi transferida para novo tubo coletor e foram adicionados
500uL do tampao AW1. Apds centrifugagdo a 8000 rpm por um minuto e
transferéncia da coluna para novo tubo coletor, adicionou-se 500uL do
tampdo AWZ2. Prosseguiu-se com a centrifugacdo a 8000 rpm por um
minuto, transferéncia da coluna para novo tubo coletor e repetiu-se a
centrifugacéo. Em seguida, a coluna foi novamente transferida para novo
tubo de microcentrifuga, onde foi realizada a eluicdo do DNA obtido em 20-
30uL de agua ultra-pura estérii. O DNA obtido foi quantificado em
espectrofotometro  (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1,
Labtrade). As concentracbes e a qualidade do DNA extraido foram

determinadas por leitura de absorbancia a 230, 260 e 280 nm.

3.2.1.2 Microdissecc¢ao manual (Scrape)

Inicialmente, para a microdissec¢do manual, as laminas de HE de
amostras em FFEP de CEE foram avaliadas para delimitacdo da regido a ser
microdissecada, contendo apenas células tumorais. Para cada caso, foram
utilizados cerca de 5-10 laminas contendo cortes de 3,5-4um de espessura.

Com o auxilio de uma lamina de bisturi, foi realizada a microdisseccéao,
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raspando-se o tecido na regido previamente delimitada. O material resultante
da microdisseccéo foi inserido em tubos de 1,5mL.

Apoés a realizacdo de microdissec¢do manual, o material resultante foi
submetido a desparafinizagdo, adicionando 1200uL de xilol em tubo de
1,5mL contendo o raspado da amostra obtido. Apds centrifugar a 14000 rpm,
por cinco minutos, removeu-se 0 sobrenadante com o auxilio de uma pipeta,
tomando o cuidado para ndo remover o sedimento. Se necessaria, a
desparafinizacdo com xilol foi repetida. Para a remocdo do xilol, foram
adicionados 1200uL de etanol 100%, homogeneizados gentiimente e
centrifugados a 14000 rpm, por cinco minutos. Apds a remocao do
sobrenadante, esse procedimento foi repetido mais duas vezes. Apos deixar
secar o pellet, foram incubados a 56°C para permitir a acdo de 180 uL de
tampdo ATL acrescido de 20 uL de proteinase K (fornecido QIAmp DNA
Micro kit) para a digestdo das amostras durante 16 horas. Posteriormente,
0s tubos foram centrifugados a 14000 rpm, por um minuto. Em seguida,
foram adicionados 200 yL do tampdo AL e homogeneizados gentiimente.
Foram acrescentados 200 pL de etanol 100% e incubados por cinco
minutos, a temperatura ambiente. ApGs breve centrifugacdo a 14000 rpm por
um minuto, todo o conteudo contendo o lisado foi transferido para a coluna
fornecida pelo QIAmp DNA Micro kit e centrifugados a 8000 rpm, por um
minuto. A coluna foi transferida para novo tubo coletor e 500uL do tampao
AW1 foram adicionados a reacdo. Apés centrifugacdo a 8000 rpm por um
minuto, a coluna foi transferida para novo tubo coletor e foram adicionadas

500uL do tampédo AW2. Prosseguiu-se a centrifugagcdo a 8000 rpm por um
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minuto, transferéncia da coluna para um novo tubo coletor e repetiu-se a
centrifugagdo. Em seguida, a coluna foi transferida para novo tubo de
microcentrifuga e realizada a eluicdo do DNA obtido em 20-100uL de agua
ultra-pura estéril. O DNA obtido foi quantificado em espectrofotometro. As
concentracbes e a qualidade do DNA extraido foram determinadas por

leitura de absorbancia a 230, 260 e 280 nm.

3.2.2 Amostras congeladas

Inicialmente, um patologista realizou a analise de uma lamina em
coloragéo por hematoxilina-eosina de cada amostra, para confirmac¢do do
diagndstico. Apenas as amostras que apresentam, no minimo, 80% de
células tumorais sdo submetidos a extracdo de DNA. Se necessario, €
realizada semi-microdisseccdo das amostras de tecido cirdrgico para
eliminagéo de tecido contaminante.

Para a extracdo do DNA gendmico das amostras, foi utlizado o
método padrdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. Em tubo de 1,5mL, foi
adicionado amostra de tecido congelado em 600uL de tampao de digestao
Cell Lysis Solution (Gentra Puregene Blood Kit - Qiagen) e 15uL de
proteinase K 20ug/uL (Gentra Puregene Blood Kit - Qiagen). Apds incubacao
a 55°C, com agitac&o, por 18 horas, transferiu-se o contetido para um tubo
Phase Lock Gel (PLG) e adicionou-se 600uL de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico. Em seguida, foram centrifugados por 10 minutos, a 13200 rpm e
a fase aquosa foi transferida para um novo tubo PLG. Foram adicionados

600pL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugados por 10
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minutos a 13200 rpm. Adicionou-se 600uL de cloroférmio diretamente no
tubo PLG e, apds centrifugacdo por 10 mim, a 13200 rpm, a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo 2,0mL. Para precipitacdo do DNA, foram
adicionados 0,5uL de glicogénio (20mg/mL) e 800uL de etanol 100% gelado,
homogeneizados por inversao e incubados a -20°C, por 1 hora. Em seguida,
centrifugou-se por 30 minutos, a 4°C e 14000 rpm. Apds remocdo do
sobrenadante cuidadosamente com a pipeta, o sedimento foi lavado em 1mL
de etanol gelado 70% e centrifugado por 2 minutos, a 4°C e a 14000 rpm. O
sobrenadante foi removido e o procedimento para lavagem do sedimento foi
repetido por mais duas vezes, sendo entdo, removido o sobrenadante.
Finalizando a ultima lavagem, removeu-se o sobrenadante e o pellet foi
mantido a 42°C até para secagem. O pellet foi ressuspendido em,
aproximadamente, 50uL de agua ultra-pura estéril, incuba-se a 55°C por 10
minutos e, em seguida, acondicionados a 4°C (8 a 12 horas).

Em seguida, as amostras foram tratadas com RNAse 100mg/mL e
purificadas com o DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen), de acordo com as
recomendagOes do fabricante. As amostras foram quantificadas em
espectrofotometro, seguindo os parametros de pureza e qualidade sugeridos

pela Agilent.

3.3 HIBRIDACAO GENOMICA COMPARATIVA (CGH)

3.3.1 CGH de Alta Resolucgéo (HR-CGH)
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3.3.1.1 Primeira Amplificacdo por SCOMP (do inglés, Single Cell
Comparative Genomic Hybridization)

A amplificagéo e a marcagdo do DNA gendmico das amostras, assim
como a hibridagéo e analise dos resultados foram realizadas de acordo com
protocolos padronizados utilizados no Laboratério NeoGene, sob a
coordenacao do Dra. Silvia Regina Rogatto.

O DNA obtido a partir de amostras FFEP foi diretamente utilizado na
metodologia de SCOMP. As reac¢Oes de clivagem com a endonuclease de
restricdo Msel, ligacdo dos adaptadores e primeira amplificacdo pela PCR
foram realizadas no mesmo tubo para prevenir a perda de fragmentos
gendmicos. Inicialmente, o DNA foi submetido a clivagem com 24U da
endonuclease de restricdo Msel (alta concentragdo, New England Biolabs),
em tampé&o universal (10mM de Tris-acetato pH 7.5, 10mM de acetato de
magnésio, 50mM de acetato de potassio) a 37°C durante 3 horas.
Posteriormente, a enzima foi inativada a 65°C durante 5 minutos.

Em um tubo separado, os adaptadores foram formados pelo
pareamento dos oligonucleotideos LIB1 (5°-
AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT-3) e ddMsel (5-TAACTGACAGCdd-3).
Uma solucéo contendo 15nM de cada oligonucleotideo em tampéo universal
foi submetida a um gradiente decrescente de temperatura de 65° a 15°C (1
minuto por °C). Ap6s o pareamento dos oligonucleotideos adaptadores,
foram adicionados 1uL de dATP 10mM e 5U de T4 DNA ligase (Invitrogen —
Life Technologies). Esta mistura foi transferida ao DNA tratado com a

endonuclease Msel e incubada a 15°C por 16 horas.
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Apos a ligacdo dos adaptadores, a amplificacdo primaria foi efetuada
utilizando o kit Expand Long PCR System (Roche). A reacéo foi realizada em
um volume final de 41uL contendo 2.5mM de cada dNTP, 3.0uLde Expand
Long Template buffer 1, 1.0yL Expand Long Template Pol Mix 3,5U/uL e
35uL de agua ultra-pura estéril. A amplificacdo foi realizada em um
termociclador programavel PTC 200 (MJ Research) e consiste de 1 ciclo de
68°C por 3 minutos; 15 ciclos de 94°C por 40 segundos, 57°C por 30
segundos e 68°C por 1 minuto e 30 segundos com 1 segundo adicional/ciclo;
8 ciclos de 94°C por 40 segundos, 57°C por 30 segundos com 1 segundo
adicional/ciclo e 68°C por 1 minuto e 45 segundos com 1 segundo
adicional/ciclo; 22 ciclos de 94°C por 40 segundos, 65°C por 30 segundos e
68°C por 1 minuto e 53 segundos com 1 segundo adicional/ciclo e 1 ciclo de
68°C por 3 minutos e 40 segundos. Em seguida, os produtos amplificados

séo purificados usando o QIAquick PCR Amplification Kit (QIAGEN).

Incorporacgéo de Nucleotideos Marcados

Dois pL do produto purificado foram utilizados como molde numa
segunda reacdo de amplificagcdo para marcacdo dos fragmentos. As
condi¢gdes de reacdo foram de 4uL de Expand Long Template buffer 1, 6uL
do oligonucleotideo LIB1 10uM, 1,4uL de 7/8 Nucleotide Mix (10mM de cada
dGTP, dATP e dCTP + 8,75uL de dTTP) e 1,75uL de digoxigenina 11-dUTP
(para o DNA de referéncia) ou biotina 16-dUTP (para o DNA teste), 2uL de
Expand Long Template Polimerase mix 5U/uL. As condigdes de amplificagéo

foram: 1 ciclo de 94°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos, 72°C por 2
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minutos; 10 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C
por 2 minutos com 20 segundos adicionais/ciclo. O oligonucleotideo LIB1 foi
removido pelo tratamento com a enzima de restricdo Trul, conforme as
instrugbes recomendadas pelo fornecedor. Posteriormente, a enzima foi

inativada a 65°C por 3 horas.

3.3.1.2 Hibridacé&o e Lavagens

Aliquotas contendo 8ug de DNA teste (18uL de DNA marcado com
biotina 16-dUTP) e 8ug do DNA de referéncia (18 yL de DNA marcado com
digoxigenina 11-dUTP) foram co-precipitadas na presenca de 100 yL Human
Cot-1 DNA e de 10uL DNA de esperma de salmao, 10uL de acetato de sédio
3M e 400uL de etanol absoluto gelado. O tubo foi mantido a -20°C durante
uma noite ou, alternativamente, a -70°C durante 1 hora. Apés centrifugacao
a 14000 rpm, 4°C durante 45 minutos, o precipitado foi lavado em etanol a
70%, centrifugado a vacuo. Posteriormente, 30uL de Hybrisol VII foram
adicionados ao precipitado e foi realizada a desnaturacdo a 75°C por 10
minutos. Em seguida, o precipitado foi mantido a 37°C por, no minimo, 1h
para pré-anelar.

Para a preparacdo das laminas, foram separadas aquelas com
metafases obtidas a partir da cultura de linfécitos de sangue periférico
(Moorhead et al., 1960), com cromossomos contendo aproximadamente 800
bandas, ndo sobrepostos e idade aproximada de 30 dias (estocadas em

temperatura ambiente).
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As laminas foram desidratadas em etanol 70%, 80% e 90% por 5
minutos cada, e secas a temperatura ambiente. Apdés a secagem das
laminas, estas foram incubadas em 10% pepsina e 0,01N HCI a 5min (37°C).
As laminas foram transferidas para 2XSSC por 5 min (37°C), seguidas de
desidratacdo em série de etanol 70%, 80% e 90%. Posteriormente, as
laminas foram incubadas em 70% formamida/2XSSC durante 2 minutos a
72°C para desnaturacdo. ApOs a desnaturacdo, as laminas foram
transferidas imediatamente para uma série de etanol 70%, 80% e 100%
gelado por 5 minutos cada. As laminas foram secas a tempetura ambiente
antes da hibridacdo. A hibridacao foi realizada pela adi¢do de 30uL da sonda
em laminula, aplicagdo sobre a lamina, vedacdo com rubber cement e
incubacdo em camara escura a 37°C por 72 horas. Posteriormente, foi
realizada a lavagem em formamida 50%/2XSSC por 8 minutos e em solucdo
de 2XSSC (3 vezes), a 45°C (solugbes pré-aquecidas). Em seguida, foram
acrescentados, sob laminula, 40uL de Block I (0,1M Tris HCI; 0,15M NacCl;
0,5%BSA - Boehringer) e 40uL de TNB (3% BSA; 0,1% Tween20; 4XSSC) e
incubados por 30 minutos a 37°C (camara escura). O DNA biotinilado foi
detectado utilizando avidina-fluoresceina isotiocianato (FITC) (Roche),
enquanto o DNA com a digoxigenina foi detectado através da anti-dig-
rhodamina (Boehringer Mannheim), na proporgédo de 9:1. As laminas foram
sobrepostas com laminula e incubadas em ca&mara escura durante 30
minutos a 37°C. Em seguida, a lavagem foi realizada em 4XSSC/0,1% de

Tween 20 a 45°C durante 5 minutos, por trés vezes. As laminas foram
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contracoradas com 8uL de VectaShield Mounting Media for Fluorescence

with DAPI (Vector).

3.3.1.3 Analise da HR-CGH

As imagens foram capturadas usando o microscopio de fluorescéncia
Olympus AX61 (Olympus Optical, Hamburg, Germany) equipado com uma
camera CCD (Photometrics CH 250, Huntington Beach, CA). O software
Applied Spectral Imaging CGH View 3.0 foi usado para captura e analise das
imagens. O software calcula uma média do sinal de FITC:rodamina e
expressa este achado como um padréo verde:vermelho para cada metafase
com um limite de 99,5% de confiancga.

Uma biblioteca com amostras normais diferencialmente marcadas,
usando o mesmo procedimento das amostras teste, foi construida para
selecionar os limites superior e inferior dos ganhos e perdas cromossoémicas
(intervalos de referéncia padréo). Cinco amostras (normal X normal) foram
marcadas diferencialmente (biotina X digoxigenina). Foram analisadas 200
células normais para elaboracdo do perfil de variagdo de ganhos e perdas
considerados como normais. Os intervalos de referéncia foram extraidos da
biblioteca que delimita o padrdo normal dos experimentos considerando os
mesmos critérios de selecdo de metafases, padrdo de hibridacdo e
condicdes gerais de analise pelo programa usado. O intervalo de referéncia
€ assinalado em azul e representa o intervalo de confianga normal. As
barras indicando perdas (vermelho) e ganhos (verde) aparecem quando o

intervalo de referéncia da amostra ndo se sobrepde ao do intervalo de
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referéncia. O arquivo gerado da biblioteca de casos normais foi utilizado na
comparacao de cada um dos casos tumorais.

Para cada caso, foram capturadas 20-25 metéfases, analisadas por
bandamento G reverso numa resolucdo de 400-500 bandas. Cromossomos
sobrepostos foram excluidos da andlise. A andlise do perfil de interpretacéo
para ganhos e perdas foram consideradas somente em células que
mostraram um padrdo homogéneo de hibridacdo (em média 15 a 18
células). As alteragBes foram detectadas usando intervalos de referencia
como descrito por Kirchhoff et al (1998). A descricao das alteracdes por HR-
CGH foi baseada na recomendacao do ISCN (2009).

A identificacdo de alteragBes em regides minimas comuns entre os 21
casos avaliados foi realizada considerando um cutoff de seis casos. Para a
realizacdo da comparacgOes entre os achados de HR-CGH e de aCGH, a
identificacdo de alteracBes em regi6es minimas comuns somente dos nove
casos pareados, cujas amostras congeladas foram submetidas a

metodologia de aCGH, foi realizada considerado o cutoff de quatro casos.

3.3.2 CGH array (aCGH)

Para a técnica de aCGH, foi utilizado o DNA gendmico extraido de
amostras tumorais congeladas.

A andlise de aCGH foi realizada utilizando a plataforma Human
Genome High-Definition CGH Microarray 4x44K (Agilent), composta por
oligonucleotideos de 60pb, representando cerca de 43000 sequéncias

humanas codificadoras e nao-codificadoras, incluindo genes relacionados ao
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cancer. Para as reacdes de marcacao, hibridacdo e lavagem das laminas,
foram utilizadas reagentes da Agilent (Agilent Oligonucleotide Array-Based
CGH for Genomic DNA Analysis kit), seguindo as recomendagfes do

fabricante.

3.3.2.1 Fragmentacao e marcag¢&ao do DNA genGmico

O DNA obtido a partir de amostras congeladas de CEE foram
submetidas a fragmentagcéo e marcacdo das amostras, seguindo o protocolo
padrdo do método ULS (Universal Labeling System), recomendado pela
Agilent o qual é baseado na marcacdo nado-enzimatica por fluorescéncia
diferencial entre as amostras de DNA gendmico normal e do caso tumoral.
Como referéncia, foi utilizado o DNA gendmico universal masculino
(Promega). Inicialmente, é realizada a fragmentacéo, partindo de 500ng em
um volume de 8uL do DNA gendmico, tanto da amostra referéncia quanto
tumoral, para obtencdo de fragmentos com tamanho inferior a 7kb. As
amostras foram aquecidas a 95°C, por 3 a 10 minutos, dependendo da
integridade do DNA antes de iniciar a fragmentacdo. Antes de prosseguir
para a marcacdo, as amostras foram mantidas em gelo, por no minimo, 3
minutos. Para a etapa de marcacdo, o DNA gendmico fragmentado foi
adicionado na reagao contendo 0,5uL de agua ultra-pura estéril, 0,5uL de
ULS-Cy3 (amostra teste) ou ULS-Cy5 (amostra referéncia) e 1uL de 10x
Labeling Solution. As reacdes foram incubadas a 85°C, por 30 minutos, e em
seguida, mantidas em gelo. As amostras foram entdo purificadas utilizando

as colunas Agilent KREApure columns, de acordo com as instrugcbes do
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fabricante. Apos a purificagdo, as amostras de DNA foram quantificadas no
espectrofotometro, para verificar a eficiéncia de marcacéo por fluorescéncia,

de acordo com parametros indicados pela Agilent.

3.3.2.2 Hibridagéo e lavagem

As amostras de DNA j& marcadas e purificadas que apresentaram
eficiéncia de marcacédo entre 1,5 a 3% foram submetidas as reacgbes de
hibridacdo. Para essa etapa, foram utilizados reagentes contidos no Agilent
Oligo aCGH Hybridization Kit (Agilent), seguindo indica¢cdes do fabricante.
As amostras teste e referéncia que apresentaram eficiéncia de marcacao e
concentragéo final semelhantes foram combinadas e adicionadas a reacao
contendo 5pL de Human Cot-1DNA 1,0mg/mL (Invitrogen), 1uL de Agilent
100x Blocking Agent e 55uL de tampé&o Agilent 2x Hi-RPM Hybridization
Buffer. As amostras foram desnaturadas a 95°C, por 3 min e incubadas a
37°C, por 30 min. Ao final da incubagéo, foram adicionados 27uL de Agilent-
CGH Block, necessarios para minimizar efeitos de background na
hibridagdo. Em seguida, conforme instru¢des do fabricante, foram aplicados
100uL da amostra na lamina de microarray, que foram incubadas em estufa
de hibridac&o a 65°C, a 20rpm, por 24 horas.

ApoOs a etapa de hibridagcdo, as laminas foram lavadas em Oligo
aCGH Wash Buffer 1, em temperatura ambiente, por 5 minutos; em Oligo
aCGH Wash Buffer 2, a 37°C, por 1 minuto; em acetonitrila, em temperatura
ambiente, por 10 segundos e em Stabilization and Drying Solution, em

temperatura ambiente, por 30 segundos.
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3.3.2.3 Anélise dos dados — aCGH

As laminas foram digitalizadas utilizando o DNA microarray Scanner
with Surescan High Resolution Technology (Agilent), utilizando-se o Scan
Control Software 8.1. Os dados foram extraidos pelo programa Feature
Extraction v 10.1.1.1, seguindo parametros recomendados pela Agilent.

Os dados j& normalizados pelo programa Feature Extraction foram
analisados utilizando o programa Agilent DNA Analytics Software v4.0
(Agilent®). Para a deteccdo das alteragbes gendmicas, foi utilizado o
algoritmo estatistico ADM-2, que identifica regibes gendmicas com
diferencas no numero de cépias em uma dada amostra, baseada no log;
ratio dos sinais de fluorescéncia emitidas pelas sondas da amostra teste e
referéncia. Esse algoritmo procura por intervalos em que a média dos log;
ratio dos sinais medidos em uma dada regido excedem um especifico
threshold (DE SMITH et al. 2007; NIINI et al. 2010). No presente estudo, foi
utilizado o threshold de 6.0. Apenas as altera¢des que tinham no minimo trés
sondas consecutivas com razao log, ratio alteradas foram consideradas
como uma possivel alteracdo no numero de coépias de determinado
segmento gendmico. Para eliminar grandes alteragbes com baixos valores
de log2 ratio, foi aplicado o algoritmo de correcdo Fuzzy Zero.

Alteracdes no numero de cépias (CNVs) foram comparadas com os
dados depositados no Database of Genomic Variants (DGV,

http://projects.tcag.cal/variation/) e com os dados obtidos de 83 mulheres

brasileiras normais, obtidos de um estudo paralelo da equipe para filtrar

alteracdes consideradas como variagcdes normais na populagdo. As regides



http://projects.tcag.ca/variation/
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gendmicas alteradas associadas a mais de trés CNVs ja descritas foram
excluidas da andlise, ap0s avaliacdo visual no programa Agilent DNA
Analytics Software v4.0 (Agilent).

AlteragOes presentes nos cromossomos X e Y foram descartadas das
andlises, devido ao sex mismatch entre as amostras teste e referéncia
utilizadas nas reacdes de hibridacéo.

Em uma analise comparativa, apenas as alteragbes presentes em, no
minimo, cinco casos foram considerados como mais frequientes em regides
minimas comuns entre todos os 18 casos de CEE avaliados. Para a
comparacao entre os resultados obtidos pelas metodologias de HR-CGH e
aCGH, foram apenas consideradas as alteracdes em regides minimas
comuns presentes em, no minimo, trés dos nove casos pareados.

A listagem dos genes de interesse apresentados no presente estudo
obedeceu as regras de nomenclatura do “HUGO (The Human Genome

Organization) Gene Nomenclature Committee” (HGNC).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi feita através do programa SPSS for Windows,
versao 13.0, SPSS Inc., utilizando o teste do qui-quadrado ou o teste exato
de Fisher para verificar diferengas entre alteracdes cromossémicas e dados
clinico-patoldgicos (grau de diferenciacdo, invasdo linfatica e venosa,
comprometimento linfonodal e estadiamento). Para todas as andlises, serédo

considerados significativos os valores de a<0,05.




RESULTADOS




Resultados 39

4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA

Foram selecionados 30 casos de CEE para serem avaliados no
presente estudo, sendo que 11 sdo procedentes do Hospital Santa
Teresinha (Erechim, RS) e 19, do Hospital A.C. Camargo (Séao Paulo, SP).
Vinte e um casos de CEE foram avaliados por HR-CGH e 18 casos por
aCGH. Nove casos pareados (amostras em FFEP e congeladas) foram
avaliados por ambas as metodologias (Quadro 3).

As caracteristicas das amostras avaliadas podem ser vistas na Tabela
1. A maioria dos casos € composta por pacientes do sexo masculino (73,3%)
com idade variando de 46 a 74 anos (média=60,3+ 5,9 anos). Metade dos
casos (50%) foram considerados como moderadamente diferenciados (G2).
A andlise do nivel de infiltracdo revelou que em trés (10%) casos o tumor
atingiu a lamina basal, 11 (36,7%) a camada muscular e, em 15 (50%) casos
houve o comprometimento da adventicia. Quanto a invasédo vascular, foi
observada invasdo venosa e linfatica em 2 (6,7%) e 5 (16,7%) casos,
respectivamente. Comprometimento linfonodal foi encontrado em 46,7% dos
casos. Os casos apresentando estadio II foram mais frequentes (40%)
dentro dessa casuistica. A maioria dos casos (53.3%) esta vivo sem a

doenca, enquanto que 11 (36,7%) morreram devido ao cancer (Tabela 4).
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Quadro 3 - Relagao dos 30 casos de CEE envolvidos no presente estudo.

Caso Procedéncia HR-CGH (FFEP) | CGH array (congelado)
ESOP1 Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X
ESOP2 Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X X
ESOP3 Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X -
ESOP4 Hosp. A. C. Camargo, Séo Paulo, SP X X
ESOP5 Hosp. A. C. Camargo, Sao Paulo, SP X X
ESOP6 Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP X -
ESOP7 Hosp. A. C. Camargo, Séo Paulo, SP X X
ESOP8 Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP X X
ESOP9 Hosp. A. C. Camargo, Sao Paulo, SP X X
ESOP10 |Hosp. A. C. Camargo, Sao Paulo, SP - X
ESOP11 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP X -
ESOP12 |Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X X
ESOP13 |Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X -
ESOP14 |Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X -
ESOP15 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP X X
ESOP16 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP - X
ESOP18 |Hosp. A. C. Camargo, Sao Paulo, SP X
ESOP19 |Hosp. A. C. Camargo, Sao Paulo, SP - X
ESOP20 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP - X
ESOP22 |Hosp. A. C. Camargo, Sao Paulo, SP - X
ESOP28 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP X -
ESOP29 |Hosp. A. C. Camargo, Sao Paulo, SP X
ESOP34 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP X -
ESOP38 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP X -
ESOP39 |Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS - X
ESOP40 |Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X -
ESOP42 |Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X -
ESOP43 |Hosp. Sta. Teresinha, Erechim, RS X -
ESOP44 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP - X
ESOP46 |Hosp. A. C. Camargo, Sdo Paulo, SP X
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Tabela 1 - Sumario dos dados clinico-patologicos dos 30 casos de CEE
levantados para esse estudo.

Variavel Categoria N (%)
Género Masculino 22 (73,3)
Feminino 8 (26,7)
Gl 2 (6,7)
. L G2 15 (50,0)
Grau histoldgico G3 13 (43.3)
G4 0
Lamina 3(10,0)
. e ~ Muscular 11 (36,7)
Nivel de infiltracao Adventicia 15 (50,0)
N&o informado 1(3,3)
Invasao vascular N&o observado 28 (93,3)
Presente 2 (6,7)
Invasao linfatica N&o observado 25 (83,3)
Presente 5 (16,7)
Comprometimento N_ao 15(50,0)
linfonodal Sim 14 (46,7)
N&o informado 1(3,3)
I 3(10,0)
Il 12 (40,0)
Estadiamento 1] 7 (23,3)
v 7 (23,3)
N&o informado 1(3,3)
Morte por cancer 11 (36,7)
Evolucédo da doenca Vivo sem doenca 16 (53,3)

Vivo com cancer 3 (10,0)




Resultados 42

4.2 HR-CGH

Entre os 21 casos de CEE que foram avaliados por HR-CGH, onze
casos sdo provenientes de Sdo Paulo e 10, de Erechim, RS (Quadro 3).
Aproximadamente 20 metafases foram capturadas e analisadas para cada
caso, sendo utilizadas na elaboracdo do perfil final de interpretacdo. A
gualidade tanto da hibridacdo quanto do perfil individual de cada caso foi
considerada satisfatoria para amostras FFEP como pode ser exemplificado
na Figura 1.

Para a identificacdo de regibes de perdas e ganhos gendémicos, cada
um dos casos foi avaliado individualmente. Tais regides estdo sendo
apresentadas no Anexo 2. No total, foram detectadas 1038 alteracdes
genbmicas, com média de 50 alteracbes (dp=10,8 alteracbes) em cada caso.
O caso ESOP28 apresentou 0 maior niumero de alteracbes cromossdmicas,
totalizando 64 eventos, dentre 0s quais 27 estavam envolvidos em perdas e
37, em ganhos genémicos. O menor numero de alteracbes foi encontrado
em ESOP9, que mostrou 28 alteragbes, dos quais 19 regibes estavam
envolvidas em perdas e 9, em ganhos genémicos.

Foram identificadas 155 alteragbes cromoss6micas, envolvendo
regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos, presentes em
mais de 30% dos 21 casos avaliados (Figura 2). Houve uma predominancia
de perdas gendmicas, totalizando 111 alteracdes, quando comparadas as

regides minimas de ganhos genémicos (44). As regiées minimas comuns de
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perdas e ganhos gendmicos entre os casos avaliados encontram-se
sumarizadas na Tabela 2.

Entre as alteracbes em regifes minimas comuns, as perdas mais
frequentes envolveram as regides 1041, 1942, 2p24-p23, 4p15.3-pl5.2,
5034-q35, 7p15, 7p21, 7q34-q36, 8723, 9p13, 9p23-p21, 11¢23-025, 12¢23-
924, 12924.1-9q24.2, 12q924.3, 13922, 16pl2, 16p13.2-p13.1, 16q921-922,
18p11.3-p11.2, 18ql2, 18qg23, 19p13.1, 19p13.3-p13.2, 20pl2-pll.2 e
22913. As regides envolvidas em ganhos gendmicos mais comuns foram
1922-923, 2pl11.2, 2pl12, 2ql11.2, 2922, 3pl4, 3p21, 3q13.1-q13.3, 4924,

4928, 6912, 7911.2, 7921, 10923, 11p12-p11.2, 1112 e 11913.
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Figura 1 - Padrao de hibridacdo de HR-CGH da amostra ESOP15. (A)

Metafase capturada com filtro no espectro verde; (B) espectro vermelho; (C) filtro
triplo; (D) Padrdo de Banda G (DAPI-reverso) e (E) ldeograma representativo das
perdas e ganhos gendmicos considerando todas as metafases analisadas (17) . O

desvio da linha azul para a esquerda indica perda (vermelho) e para a direita indica

ganho (verde). p<0,05.




Resultados

19 b 2 =

Figura 2 - Ideograma representativo das regibes minimas comuns alteradas e identificadas por HR-CGH (P<0,05)

entre as 21 amostras de CEE. As regiées minimas comuns aos casos estio destacadas (retangulos pretos). Ordem das amostras, a
partir do cromossomo: ESOP1, ESOP11, ESOP12, ESOP13, ESOP14, ESOP15, ESOP2, ESOP28, ESOP29, ESOP3, ESOP34, ESOP38,
ESOP4, ESOP 40, ESOP42, ESOP43, ESOP5, ESOP6, ESOP7, ESOP8 E ESOP9.

45
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Tabela 2 - Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos
observadas entre as 21 amostras de CEE avaliadas (ESOP1, ESOP2, ESOP3,
ESOP4, ESOP5, ESOP6, ESOP7, ESOP8, ESOP9, ESOP11, ESOP12, ESOP13, ESOP14,
ESOP15, ESOP28, ESOP29, ESOP34, ESOP38, ESOP40, ESOP42 e ESOP43). O nimero
de casos em que a alteracéo foi identificada encontra-se entre parénteses.

PERDAS GENOMICAS

GANHOS GENOMICOS

1p31 (10), 1p33 (11), 1p36.3-p36.1 (11), 1g4l (17),
1g42 (13), 1943 (12), 1g44 (12), 2p16-p21 (7), 2p24-
p23 (14), 2931 (6), 2932 (5), 2936-937 (10), 3pl3-
pl2 (6), 3p24 (9), 3p25 (6), 3921-g23 (7), 3929 (10),
4p15.1 (7), 4p15.3-p15.2 (16), 4q31.2 (6), 4932-q33
(6), 5p14-p13 (6), 5932 (6), 5933 (7), 5q34-935 (14),
6p22 (6), 6p23 (9), 6p25 (8), 6022 (6), 6924 (9), 6025
(8), 6026 (7), 6027 (7), 7p15 (14), 7p21 (14), 7p22
(10), 7931 (9), 7g32-q33 (7), 7934-g36 (14), 8p12
(6), 8p22 (10), 8923 (13), 8923-g24.1 (12), 8g24.2
(10), 8924.3 (9), 9p12 (9), 9p13 (14), 9p23-p21 (17),
9921 (8), 9922 (9), 9931 (10), 9g32-g34 (9), 10p12
(6), 10p13 (7), 10p14 (6), 10q24-g25 (11), 10q25-026
(10), 11p13 (6), 11p14 (8), 11p15 (12), 11q22 (6),
11g23-q25 (13), 12p12 (8), 12p13 (7), 12915-g21 (8),
1222 (11), 12923-q24 (17), 12q24.1-q24.2 (17),
12g24.3 (16), 13921 (12), 13g22 (13), 13931 (9),
13g32 (7), 14q13-g21 (9), 14q22 (7), 14q24 (11),
14931-g32 (11), 15q12 (7), 15q14 (11), 15g21 (8),
15022-q24 (10), 15¢25-q26 (11), 16p11.2 (9), 16p12
(14), 16p13.2-p13.1 (14), 16p13.3 (11), 16q21-q22
(14), 16023 (12), 17p12 (9), 17g21 (9), 1722 (12),
17q24-g25 (12), 18p11.3-p11.2 (15), 18qll.2 (11),
18q12 (14), 18921-g22 (9), 18923 (15), 19p13.1 (14),
19p13.3-p13.2 (13), 19qg13.1 (12), 19q13.2 (14),
19913.3-q13.4 (12), 20p12-p11.2 (17), 20g911.2-g12
(9), 20913.1-g13.2 (9), 21g11.2-g21 (8), 2122 (11),
22q11.2 (10), 22q12 (10), 22q13 (16)

1p22-p21 (6), 1022-g23 (14), 1g31 (9),
2p11.2 (11), 2p12 (9), 2p13 (6), 2q11.2 (11),
2912-q13 (8), 2922 (10), 2q24 (6), 3pl2 (8),
3pl4 (11), 3p21 (12), 3q12-13.1 (7), 3q13.1-
q13.3 (9), 4p13-p12 (6), 4q12-q13 (7), 4q24
(9), 4925-926 (7), 4926-927 (7), 4928 (9),
5023 (8), 6p21.3 (8), 6g12 (9), 6g13-g14 (8),
6016 (7), 6021 (8), 7q11.2 (9), 7q21 (9),
7922 (8), 8qll.2 (6), 8ql3 (7), 9q21 (8),
10p11.2 (8), 10pl2-pll.2 (7), 10923 (9),
11p12-p11.2 (9), 11p15 (7), 11ql2 (15),
1113 (13), 12p11.2 (8), 12q12-q13 (6),
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4.2.1 Associacdo entre alteracdes gendmicas identificadas por HR-
CGH e dados clinico-patolégicos

No presente estudo, foi verificada a existéncia de associagdes entre
alteragbes cromossdmicas identificadas por HR-CGH e dados clinico-
patolégicos, como grau de diferenciacdo, invasdo venosa e linfatica,
comprometimento linfonodal e estadiamento (Tabela 3).

Foi observada associacdo significativa entre comprometimento
linfonodal e ganho gendmico em 1g12-q13 (p=0,041) e perdas em 3p24
(p=0,024), 3p25 (p=0,005) e em 13931 (p=0,020). Comprometimento
linfonodal foi mais frequiente em casos que apresentaram perda gendmica
em 13q31. Inversamente, a presenca de metastase linfonodal foi mais
freqiente em casos que nao apresentaram ganhos em 1g12-13 e perdas em
3p24 e 3p25.

De maneira semelhante, foi observada associacao significativa entre
invasao linfatica e perda em 12g24.3 (p=0,010); casos que apresentaram
invasdo apresentavam mais frequentemente a auséncia desta perda
gendmica.

Ganhos em 1922-g23 (p=0,024) e em 6921 (p=0,024) e perdas em
19913.1 (p=0,030) e em 19913.2 (p=0,024) mostraram associacao
significativa com grau de diferenciagdo tumoral em CEE. Tumores menos
diferenciados foram mais frequientes entre os casos que apresentaram tais
alteracoes.

Casos com estadiamento mais precoce (I e Il) foram mais frequentes

na presenca de perdas em 3p25 (p=0,033) e em 15025-g26 (p=0,020),
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enquanto que estadios mais avancados estavam associados a auséncia

destas alteracoes.

Tabela 3 - Associacdo entre alteragcbes gendomicas identificadas por HR-
CGH e variaveis clinico-patologicas.

Alteracdo gendémica Variavel p valor
Comprometimento linfonodal
Ganho 1q12-q13 Ausente Presente 0,041
Ausente (%) 3(23,1) 10 (76,9)
Presente(%) 5 (83,3) 1(16,7)
Perda 3p24 Ausente Presente 0,024
Ausente (%) 2 (18,2) 9 (81,8)
Presente(%) 6 (75,0) 2 (25,0)
Perda 3p25 Ausente Presente 0,005
Ausente (%) 3(21,4) 11 (78,6)
Presente(%) 5 (100,0) 0 (0)
Perda 13931 Ausente Presente 0,020
Ausente (%) 7 (70,0) 3 (30,0)
Presente(%) 1(11,1) 8 (88,9)
Grau de diferenciacdo
Ganho 1g22-q23 G1+G2 G3+G4 0,024
Ausente (%) 1(14,3) 6 (85,7)
Presente(%) 10 (71,4) 4 (28,6)
Ganho 6q21 G1+G2 G3+G4 0,024
Ausente (%) 4 (30,8) 9 (69,2)
Presente(%) 7 (87,5) 1(12,5)
Perda 19gq13.1 G1+G2 G3+G4 0,030
Ausente (%) 2(22,2) 7 (77,8)
Presente(%) 9 (75,0) 3 (25,0)
Perda 19q13.2 G1+G2 G3+G4 0,024
Ausente (%) 1(14,3) 6 (85,7)
Presente(%) 10 (71,4) 4 (28,6)
Invaséo linfética
Perda 12g24.3 N&o observada Presente 0,010
Ausente (%) 2 (40,0) 3 (60,0)
Presente(%) 14 (100,0) 0 (0)
Estadiamento TNM
Perda 3p25 [+I1 H+1v 0,033
Ausente (%) 5 (33,3) 10 (66,7)
Presente(%) 5 (100,0) 0 (0)
Perda 15g925-q26 [+l Hi+v 0,020
Ausente (%) 2 (20,0) 8 (80,0)
Presente(%) 8 (80,0) 2 (20,0)

Teste exato de Fisher (p<0,05)
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4.3 CGH ARRAY

Para a andlise de aCGH, foram avaliadas amostras congeladas de 18
casos de CEE. Destes, quatro casos séo procedentes de Erechim (RS) e 14,
de Sao Paulo. O padrao de hibridacdo em todos os casos foi considerado
satisfatério segundo as recomendacgdes do fabricante (Figura 3).

Todos os casos avaliados apresentaram alteracbes no numero de
copias do DNA. No total, foram encontradas 191 alteracdes genbmicas, com
uma média de 10,6 alteracdes para cada caso, sendo que 0 numero
encontrado por caso variou de 2 a 35 altera¢gdes (Tabela 4). O caso ESOP9
apresentou o maior numero de alteracfes, mostrando 17 regifes envolvidas
em ganhos e 18, em perdas gendmicas. Em seguida, as amostras ESOP1,
ESOP4 e ESOP39 apresentaram somente duas alteragcdes. As amostras
ESOP1 e ESOP4 mostraram uma regido envolvida em ganho e outra em
perda gendmica, enquanto que apenas dois ganhos foram observados no
caso ESOP39 (Figura 4).

Foi possivel observar ganhos e perdas gendmicas envolvendo
grandes segmentos cromossomicos, incluindo bragos e cromossomos
inteiros (Figura 5). Ganhos gendmicos envolvendo o brago longo do
cromossomo 1 foram observados em trés dos 18 casos avaliados (ESOP9,
ESOP18 e ESOP19). Perdas em 3qg foram observadas em dois casos
(ESOP8 e ESOP18), e ganhos 3p foram detectados sete casos (ESOPS,
ESOP9, ESOP12, ESOP18, ESOP19, ESOP20 e ESOP22). Dois casos

(ESOP8 e ESOP9) mostraram perda de todo o cromossomo 4. No
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cromossomo 5, os casos ESOP8 e ESOP12 apresentaram perdas de
grandes extensdes do brago longo. Apenas a amostra ESOP8 mostrou
ganho em 7q. Cinco casos (ESOP8, ESOP9, ESOP16, ESOP19, ESOP20)
apresentaram ganhos de grandes segmentos gendmicos em 8q. Perdas em
9p foram observadas em ESOP8, ESOP9 e ESOP12; enquanto que 0 caso
ESOP18 mostrou ganho em grandes segmentos em 9p e 9g. O caso
ESOP18 também mostrou perda de todo o cromossomo 10. Perdas
envolvendo o brago curto e o bragco longo do cromossomo 11 foram
identificadas nos casos ESOP8 e ESOP12, respectivamente. Apenas um
caso (ESOP18) apresentou perda de todo o braco longo do cromossomo 13.
Foi possivel observar ganhos totais ou parciais do braco longo do
cromossomo 14, como observado nos casos ESOP9, ESOP15 e ESOP19.
Perdas em 18q foram detectados em quatro casos (ESOP8, ESOP9,
ESOP12, ESOP16). Ganhos gendmicos na mesma regiao do cromossomo
18 foram identificadas no caso ESOP5. Os casos ESOP8 e ESOP19

mostraram ganhos totais ou parciais de 21q.
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Figura 3 - Exemplo do padréo de perfil de hibridagdo do cromossomo 1 no

caso de CEE ESOP2, avaliado por CGH array.
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Tabela 4 - Resumo das alteragcdes gendmicas identificadas por CGH array
em cada caso avaliado.

No.
Caso alteracdes GANHOS GENOMICOS PERDAS GENOMICAS
ESOP1 2 10g21.3
14g32.12
ESOP2 6 5p15.33-pll
7q11.23-922.1; 7921.3-q22.1
9p21.3
11913.2-q13.4
14923.1-g23.2
ESOP4 2 2p22.3
14qg32.12
ESOP5 4 2g21.1
13032.1-934
18p11.32-p11.2; 18911.1-g23
ESOP7 9 6p21.33
6022.31
7p22.3-p22.2; 7921.3-922.2 7922.1
8(23.2-923.3
11g13.1-913.3
14g32.12
16p12.1-p11.2
ESOP8 26 1931.3
3q11.2-929 3p26.3-p12.1; 39q13.31; 3¢g26.31
4p16.3-pl1; 4911-935.2
5011.1-935.3
6q11.1-q12 6q12-q16.1
7p22.3-p11.2 7q11.21-q11.2
8q12.2-q24.3
9¢22.32 9p24.3-p13.1; 9913-g21.33
11921-922.3; 11921-922.1,
11922.1-g22.3 11p15.5-q11
13g12.11-gq21.2
16p13.3-p11.2
18qg12.1-g23
19p13.11 19q12-q13.43
21921.1-g22.3
ESOP9 35 1921.1-q44 1931.1
2p24.3-p24.1; 2p24.3 2p25.3-p24.3
30g25.2-929 3026.31

5p15.33-p15.3
8023.3-q24.3
9p13.3

12913.13-913.3; 12q13.13;
12913.3-g14.1; 12914.3-q15

4p16.3-pll; 4912-935.2; 4912-
q21.23; 4935.1-935.2
5p13.2-pl1; 5035.2

9p24.3-p13.3; 9p13.2-p13.1
10923.2-923.33

12q14.3; 12921.1-921.31

14q11.2-932.33 14¢32.12
16024.3
18p11.32-p11.21; 18q11.2 18q11.2-q23

19p13.2; 19p13.2-p12

19p13.11; 19913.11
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Cont/ Tabela 4

ESOP10 4 4p13
5p15.33
11913.2-q13.3
17912
ESOP12 22 3g11.2-q12.2; 39q23-929 3026.31
5014.3-935.3; 5¢931.3
6p21.33
8p23.3-p22; 8723.2-923.3
9p24.3-p13.1; 9p22.1-p21.2
10p12.31
11g13.2; 11g913.2-g13.3 11p15.5; 11g13.3-g25
12924.33
14911.2; 14932.12
17p13.3-p11.2
18g11.2-923
19913.11
21922.2-922.3
ESOP15 7 1p36.33-p36.32
6q23.3
8pl2-p11.21
11913.1-913.3
14911.2-g23.1 14932.12
20p12.2-p12.1
ESOP16 14 1921.1-g21.3; 1g24.2-g24.3
2937.3
3025.1
6p25.2
7021.11-g31.3 70921.3
8022.3-q24.3 8024.3
10p15.3-p12.33
11913.1-913.4; 11q13.4
14924.2
16024.3
18912.1-g23
ESOP18 22 1g21.2-q44

3pl2.1; 3911.2-q29
6013-q14.1; 6gq14.2

8qg24.22

9p24.3-p13.1; 9921.11-934.2

11912.3; 11923.3

19913.13-913.2; 19913.41-913.43;

19q13.43

3p26.3-p11.2; 3¢26.31

10p15.3-p11.21; 10g11.21-q26.3

13g12.11-g34
16p13.3
17p13.3-p11.2

19913.2-q13.31
21q11.2-g22.3
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Cont/ Tabela 4

ESOP19 7 1921.1-g44
3q911.2-g29 3026.31
8q11.1-q24.3
9p21.3
14911.2-932.33
15021.1-926.3
ESOP20 10 3913.32-g29; 3926.33-gq27.1
6q22.32-g22.33
8022.1-q24.3 8023.2-g23.3
10p11.22-p11.21
11913.2-914.2; 11913.2-q13.4
14932.12
21pll.1
ESOP22 7 3022.2-929 3026.31
11912.1-913.4; 11913.2-g13.3
14924.2 14932.12
20913.13
ESOP39 2 11g13.2-g13.3; 11913.4
ESOP44 3026.31
5¢g23.1; 5931.3
6p25.2
7921.13
8024.3
19913.42
20p13-p11.21
ESOP46 4 6p25.2
11913.2-q13.3
12g14.2-9q15

16G24.3
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Figura 4 - ldeograma representativo do perfil de alteracbes gendmicas
identificadas por CGH array nos casos ESOP1, ESOP4, ESOP9 e ESOP39.
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segmentos cromossOmicos, identificados por CGH array nos cromossomos
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perdas; em vermelho: ganhos genbémicos. Casos da esquerda para direta: ESOP1,
ESOP2, ESOP4, ESOP5, ESOP7, ESOP8, ESOP9, ESOP10, ESOP12, ESOPI15,
ESOP16, ESOP18, ESOP19, ESOP20, ESOP22, ESOP39, ESOP44, ESOP46.
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Figura 5 (Continuacdo): Ideograma
representativo das alteracbes envolvendo
grandes segmentos cromossémicos,
identificados por CGH array nos
cromossomos 1, 3, 8, 9, 14, 18, e 19 em 18
casos de CEE. Em verde: perdas; em
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ESOP4, ESOP5, ESOP7, ESOP8, ESOP9,
ESOP10, ESOP12, ESOP15, ESOP16,
ESOP18, ESOP19, ESOP20, ESOP22,
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4.3.1 Regides minimas comuns alteradas em CEE identificadas por
CGH array

Foram identificadas alteracbes em regibes minimas comuns
presentes nos 18 casos de CEE avaliados. Para ganhos gendmicos, foi
considerada a regido minima comum presente em, no minimo, cinco casos.
No caso de perdas gendmicas, foram consideradas apenas as regides
minimas comuns presentes em, pelo menos, trés amostras.

Baseado neste critério, foram identificadas 38 alteracbes gendmicas
das quais 21 estavam envolvidas em ganhos; e 17, em perdas genémicas
(Figura 6). Tais alteragbes envolvendo ganhos gendmicos foram detectadas
em 3q, 8q e 11q. J4 as perdas genbmicas foram encontradas nas regifes
3q, 59, 8q, 9p, 14q, 18q, 199 e 21q. A relagdo das regides alteradas e suas
respectivas frequéncias entre os casos estao apresentadas no Anexo 3.

No cromossomo 3, houve predominancia de ganhos no braco longo,
nas regides 3q22.2-922.3, 3923-924, 3925.1, 3925.1-925.2, 3925.2-926.31 e
3026.31-g29. Foi detectada perda gendmica envolvendo apenas a regiao
3026.31. Foram identificados 273 genes mapeados nas regides alteradas
no cromossomo 3, ap0s a exclusdo das CNVs consideradas comuns
(presentes no banco de dados DGV, HG18 ou entre os 83 individuos
brasileiros saudaveis)

As alteragOes identificadas no cromossomo 5 estavam envolvidas
apenas em perdas gendmicas nas regides 5¢923.1, 5931.3 e 5935.2, sendo

mapeados apenas seis genes em tais regides. Ganhos no cromossomo 8
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foram detectadas nas regides 8q23.3-024.22, 8024.22 e 8024.22-q24.3,
onde se mapeiam 86 genes.

Foram observadas apenas perdas gendémicas no cromossomo 9
afetando as regides 9p24.3, 9p24.3-p21.3, 9p21.3-p21.1 e 9p13.3-p13.1. Um
total de 97 genes encontra-se mapeado nessas regioes.

As alteracbes gendmicas que apresentaram maiores frequéncias
entre os casos foram detectadas nos cromossomos 11 e 14. Ganhos no
namero de copias do DNA no cromossomo 11 foram identificadas nas
regides 11q13.2, 11913.2-q13.3, 11913.3 e 11q913.4, com 24 genes ali
mapeados. No cromossomo 14, foi detectada apenas perda gendmica em
14932.12, incluindo apenas um gene.

Foram detectadas trés eventos de perdas genémicas no cromossomo
18, afetando as regides 18g12.1, 18912.1-g23 e 18g23. Em tais regides,
foram mapeados 156 genes. Perdas nos cromossomos 19 e 21 foram
identificadas nas regidbes 19q13.11 e 21g22.2-922.3, respectivamente.
Apenas um gene encontra-se mapeado em 19q13.11. No cromossomo 21,

foram identificados 83 genes mapeados na regido gendmica alterada.
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4.3.2 Comparacao entre os perfis de alteracdes gendémicas detectadas
por CGH array, de acordo com variaveis clinico-patologicas

No presente estudo, foi realizada a comparacao entre os perfis de
alteracbes genbmicas para verificar a existéncia de possiveis diferencas de
acordo com as Vvariaveis clinico-patologicas. Tais dados encontram-se
sumarizados na Tabela 5.

Considerando o grau histolégico dos casos de CEE avaliados,
nameros semelhantes de alteragcbes gendmicas foram identificados nos
casos mais e menos diferenciados (Figura 7). Casos bem (Gl) e
moderadamente diferenciados (G2) apresentaram o total de 99 alteracdes,
enquanto que casos menos diferenciados (G3 e G4) mostraram 92
alteracdes gendmicas, com predominancia de ganhos gendémicos.

De acordo com nivel de infiltracdo tumoral, casos que apresentaram
invasdo da camada adventicia mostraram o total de 113 altera¢des, 0 mais
elevado quando comparado a infiltracdo da camada basal e muscular
(Figura 8). Em tais casos, foi possivel observar que perdas genémicas foram
as mais frequentemente observadas.

Casos em que nao foi constatada a presenca de invasao venosa
apresentaram 176 alteracdes, enquanto que foram identificadas apenas 15
alteracdes em amostras com presenca de invaséo venosa (Figura 9).

O total de 115 alteracdes gendmicas foi detectado em casos com
metastase linfonodal; casos em que ndo houve comprometimento linfonodal

apresentaram 76 alteracdes (Figura 10).
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Casos em estadios mais avancados (lll e IV) apresentaram 112
alteracdes, sendo que 56,3% dessas alteracdes estavam envolvidas em
perdas gendmicas (Figura 11). Em contrapartida, foram detectadas 76
alteracOes em casos em estadios mais precoces (I e Il).

De acordo com a evolucdo da doenca, o total de 99 alteracdes foi
encontrado em casos que morreram devido ao cancer. Os casos que
continuam vivos, com ou sem a doenga, apresentaram 92 alteracdes
gendbmicas. Apesar da semelhanga entre o numero total de alteragcbes
detectadas em casos pertencentes as duas categorias, aqueles que
morreram devido ao cancer apresentaram média de 14,1 altera¢des/caso,
enquanto que casos que permanecem Vvivos mostraram média de 8,7
alteracdes/caso (Figura 12).

Apesar de algumas diferencas terem sido encontradas entre o nimero
total de alteracdes detectadas em casos de CEE de acordo com as variaveis
clinico-patoldgicas acima mencionadas, nenhuma associacao significativa foi
encontrada com as regides envolvidas em alteragdes gendmicas.

Ganhos em 11g13.3 foi significativamente associado a invaséo
linfatica (p=0,022). Embora o numero de alteracdes gendmicas detectadas
em casos que nao apresentaram invasao linfatica tenha sido superior
gquando comparado ao observado em casos com presenca de invasao
(Figura 13), a presenca de comprometimento vascular linfatico foi mais

freqiente em amostras com ganhos em 11g13.3 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Suméarios dos dados resultantes da comparacédo entre o perfil de
alteracdes gendmicas detectadas por aCGH em casos de CEE, de acordo
com variaveis clinico-patoldgicas.

. gLl Total de o
Variavel casos ~ Média/caso  Ganho Perda
alteracbes
(%)
Grau histolégico
G1+G2 10 (55,6) 99 9,9 47 52
G3+G4 8 (44,4) 92 11,5 54 38
Nivel de infiltracédo
Camada basal 3 (16,7) 31 10,3 20 11
Muscular 7 (38,9) 47 6,7 31 16
Adventicia 8 (44,4) 113 14,1 50 63
Invasdo venosa
N&o observada 16 (88,9) 176 11,0 92 84
Presente 2(11,1) 15 7,5 9 6
Invaséo linfatica
N&o observada 13 (72,2) 126 9,7 65 61
Presente 5 (27,8) 65 13,0 36 29
Comprometimento
linfonodal
Negativo 9 (50,0) 76 8,4 36 40
Presente 9 (50,0) 115 12,8 65 50
Estadiamento
[+I1 9 (50,0) 79 8,8 38 41
H+1v 9 (50,0) 112 12,4 63 49
Evolucao da doenca
Morte por cancer 7 (38,9) 99 14,1 52 a7
Vivos 11 (61,1) 92 8,4 49 43
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Figura 7 - Ideogramas representativos dos perfis de alteracdes gendmicas detectadas por aCGH, em casos de CEE

de acordo com o grau de diferenciacdo tumoral. (A) Perfil de alteragdes de casos considerados bem (G1) e moderadamente

diferenciados (G2). (B) Perfil de alterac8es de casos classificados como pouco diferenciados (G3) e indiferenciados (G4).
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Figura 8 - Ideogramas representativos do perfil de alteracdes gendmicas
detectadas por aCGH em casos de CEE, baseado no nivel de infiltracdo

tumoral. (A) Casos que apresentaram infiltragdo até camada basal; (B) Amostras que
mostraram infiltracdo até camada muscular e (C) Casos que apresentaram infiltracéo até a

camada adventicia.
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Figura 9 - Ideogramas representativos do perfil de alteracdes gendmicas identificadas por aCGH em casos de CEE, de

Invasao venosa.

acordo com invasao venosa. (A) Alteracdes gendmicas em casos que ndo apresentaram invasio venosa; (B) Perfil de alteracdes em casos com
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Figura 10 - Ideogramas representativos do perfil de alteracées genémicas detectadas por aCGH, em casos de CEE de acordo

com a presenca de metastase linfonodal. (A) Perfil de alteragdes de casos sem comprometimento linfonodal e (B) com comprometimento
linfonodal.
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Figura 11 - Ideogramas representativos do perfil de alteragcdes gendmicas identificados por aCGH, em casos de CEE, de

acordo com o estadiamento tumoral. (A) Alteracdes de casos com estadiamento mais precoce (I e 1) e (B) perfil de alteracdes de casos com

estadiamento mais avangados (lll e IV).

68



Resultados

“ il II- " Ll'E M | " 'I H"-'

iiHE 2 F o B T B F
B - L )
—— H —— E”' A
E \i hh' g Eu Firt
E| E’-lgng NN NT- R DA NI
- B

Figura 12 - ldeogramas representativos do perfil de alteracbes gendmicas, detectadas por aCGH, em casos de CEE de

acordo com evolucéo da doenca. (A) Perfil de alteragbes em casos que morreram devido ao cancer e (B) em casos que continuam vivos, com

ou sem doenca.

69




Resultados

1 2 3 a 5 -] > - - - - .
iu i |l |,F _ |.'|” ”!J I. I
” _ | H '“l | ‘ I
5= 3 | r - |
E RN RN RN LI
W B L )
1 2 3 aq 5 a T - - - . -
H N B T F"-‘
| o RN I R
E|- E g ‘ ‘B E E||| 1 |1
E i |

Figura 13 - ldeogramas representativos do perfil de alteracdes gendmicas identificadas por aCGH de casos de CEE, de

acordo com invasao linfatica. (A) Perfil dos casos que ndo apresentaram invasao linfatica e (B) casos com presenca de invasao linfatica.

70



Resultados 71

Tabela 6 - Associacao entre alteracfes gendmicas identificadas por aCGH e
fatores clinico-patolégicos em CEE.

Variavel Alteracdo Gendémica p valor
Ganho 11g13.32
Invaséo Linfatica Ausente (%) Presente (%) 0,022
N&o observado 11 (91,7) 2 (33,3)

Presente 20 (8,3) 4 (66,7)
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4.3.3 Comparacao entre os achados de CGH array e HR-CGH

Foi realizada a comparacao entre os achados resultantes das analises
de aCGH e de HR-CGH somente nos nove casos pareados (ESOP1,
ESOP2, ESOP4, ESOP5, ESOP7, ESOP8, ESOP9, ESOP12 e ESOP15)
que foram submetidos as duas técnicas. Para HR-CGH, foram utilizadas
amostras em FFEP e para aCGH, amostras a fresco. As amostras utilizadas
para o primeiro procedimento passaram por amplificacdo baseada no
método de PCR (PCR-SCOMP, descrito em detalhes em Material e
Métodos).

Para essa comparacéo, os dados de aCGH foram gerados utilizando
dois diferentes thresholds, um mais restritivo de 6.0 (dados ja apresentados
no item 4.3) e outro, de 5.0.

No total, o0 nimero de alteracdes gendmicas detectadas pela técnica
de aCGH foi menor do que o observado por HR-CGH. Foram detectadas
409 aberracdes cromossdmicas por HR-CGH; pela metodologia de aCGH,
considerando o threshold de 6.0, foram identificadas 113 alteracoes
gendmicas, apds a exclusdo das CNVs comuns. A porcentagem de
concordancia entre as alteracdes detectadas pelas duas metodologias variou
de 0 a 50% para cada caso. A maior porcentagem de concordancia (50%)
das alteragcOes identificadas por aCGH foi apresentada para 0s casos
ESOP1, ESOP2 e ESOP4. Das duas alteracbes gendmicas detectadas por
aCGH para ESOP1 e ESOP4, apenas a perda em 14q32.12 foi também
identificada por HR-CGH em ambos os casos. Em ESOP2, ganhos em

7921.3-g22.1 e em 11g13.2-g13.4 e perdas genOmicas em 14q23.1-g23.2
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estdo em concordancia com os achados de HR-CGH. Por outro lado,
nenhuma concordéancia foi encontrada entre as alteragOes identificadas por
HR-CGH e aCGH na amostra ESOP15. Tais dados estdo sumarizados na
Tabela 7.

Em uma segunda andlise comparativa, considerando apenas as
alteracbes mais freqlentes em regibes minimas comuns detectadas pelas
duas metodologias, foi observada uma concordancia de 66,7% e 77,7% para
ganhos e perdas gendmicas, respectivamente, de um total de 15 alteragdes.
Os ganhos envolvendo as regibes 11g13.2, 11g13.2-q13.3 e 11913.3 e
perdas em 5q35.2, 9p24.3-p21.3, 9p21.3, 9p21.3-p21.1, 9p13.3-p13.1,
14932.12 e em 19913.11 foram detectadas tanto por aCGH quanto por HR-
CGH nos nove casos pareados (Tabela 8).

Utilizando o threshold de 5.0, foram detectadas um total de 233
alteracbes gendmicas pela técnica de aCGH (Tabela 9). O numero de
alteracOes variou de 8 a 56 em cada caso, com uma média de 24 alteragfes
por caso. Considerando as regibes envolvidas em ganhos e perdas
genOmicas identificadas por aCGH, foi constatada porcentagem de
concordancia com as alteracdes detectadas por HR-CGH variando de 8,3 a
50%. O caso ESOP2 apresentou a maior porcentagem de concordancia,
50%, em que ganhos nas regides 7¢921.3-g22.1 e 11913.2-q13.4 e perdas
em 14923.1-g23.2 e 22g13.1 também foram detectadas pela técnica de HR-
CGH. A menor porcentagem de concordancia (8,3%) foi apresentada por

ESOP7; das 24 alteracOes detectadas por aCGH, apenas o ganho em
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11913.1-g13.3 e perda em 3g26.31 foram encontradas por HR-CGH nos
nove casos pareados.

Levando em consideracao as alteracdes em regides minimas comuns
detectadas por aCGH, foi observado que 35,3% dos ganhos gendmicos
detectados por aCGH (11913.2 e 11913.3) foram concordantes com as
regides envolvidas em ganhos identificadas por HR-CGH (Tabela 10). Entre
as perdas gendmicas, foi constatado que 47% das alteragdes (5935.2, 9p22-
p21.3, 9p21.3, 9p21.3-p21.1, 9p13.2-p13.1, 9934.2, 14932.12, 18911.2-q12,
18g21-g23, 19p13.11, 19g13.11 e 19913.32) também foram detectadas por

HR-CGH.
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Tabela 7 - Regides cromossdomicas alteradas em cada caso de CEE,
detectadas por aCGH utilizando o threshold de 6.0, que foram

concordantes com os dados obtidos por HR-CGH. Apenas dados resultantes
da andlise dos nove casos pareados que foram submetidos as duas metodologias

foram comparados.

CGH array (threshold 6.0)

No. GANHOS . Concordancia
Caso alteracoes GENOMICOS PERDAS GENOMICAS Global
ESOP1 2 14932.12 50,0%
ESOP2 6 70921.3-g22.1 50,0%
11013.2-q13.4

14023.1-923.2
ESOP4 2 14932.12 50,0%
ESOP5 4 13934 25,0%
ESOP7 11013.1-q13.3 11,1%
ESOPS8 26 3026.3-g29 34,6%

4p15.3-p15.1

5023; 5934

9p23-p21

16pl2

18g12; 18723

19913.2-913.3
ESOP9 35 1g31.1 11,4%

9p22-p13.3; 9p13.2-p13.1

19p13.1

ESOP12 22 8p22 45,5%

9p21-p13.1; 9p21.1-p21.2

10pl12.31

11p15.5; 11g23-g24

12q24.33

18921-g23

19q13.11

21022.2-022.3
ESOP15 7 0
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Tabela 8 - Alteracbes em regibes minimas comuns, detectadas por
aCGH (threshold 6.0) nos nove casos pareados que foram submetidos

as duas metodologias: HR-CGH e aCGH. Em negrito, estdo indicadas as

regibes cromossdmicas alteradas que foram consistentes com dados de HR-CGH.

CGH array (threshold 6.0)
GANHOS GENOMICOS

Regiao Casos Concordancia
3025.2-926.31 ESOP9, ESOP8, ESOP12 66,7%
3026.31-029 ESOP9, ESOP8, ESOP12

11913.2 ESOP12, ESOP15, ESOP7

11913.2 ESOP12, ESOP15, ESOP7

11¢913.2-q13.3 ESOP12, ESOP15, ESOP7, ESOP2

11913.3 ESOP15, ESOP7, ESOP2

PERDAS GENOMICAS

Regido Casos Concordancia
3026.31 ESOP9, ESOP12, ESOPS8 77,7%
5q035.2 ESOP9, ESOP12, ESOPS8
9p23-p21.3 ESOP9, ESOP12, ESOPS8
9p21.3 ESOP9, ESOP12, ESOP2, ESOP8
9p21.3-p21.1 ESOP9, ESOP12, ESOPS8
9p13.3-p13.1 ESOP9, ESOP12, ESOPS8
ESOP7, ESOP15, ESOP9, ESOP4,
14932.12 ESOP12, ESOP1
18g12.1-g23 ESOP9, ESOP12, ESOPS8

19913.11 ESOP9, ESOP12, ESOP8
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Tabela 9 - Regides cromossomicas alteradas em cada caso de CEE,

detectadas por

aCGH utilizando o

threshold de 5.0, que foram

concordantes com os dados obtidos por HR-CGH. Apenas dados resultantes da

analise dos nove casos pareados que foram submetidos as duas metodologias foram

comparados.

CGH array (threshold 5.0)

Caso

No. alteracfes

Ganhos Gendmicos

Perdas Genémicas

Concordéancia Global

ESOP1

11

8023.2 - q23.3
14q32.12

16p12.3

19p13.3; 19913.32

45,5%

ESOP2

7g21.3 - g22.1
11q13.2 - q13.4

14¢23.1 - ¢23.2
22q13.1

50,0%

ESOP4

12

1p31.1
9934.3
14q11.2; 1432.12

33,0%

ESOPS

26

3p21.31

13934

8p22 - p12; 8p23.3

17p13.1; 17923.2
20911.23 - gq13.1;
20913.32-qg13.1

30,7%

ESOP7

24

11q13.1 - q13.3

3026.31

8,3%

ESOPS8

38

3026.3 - 29

4p15.3 - p15.1
5023; 5934

9p23 - p21; 9p21.3
16pl2; 16p12.3
18qg12.1; 18923
19g13.2 - q13.3

28,9%

ESOP9

56

16p13.3
19p13.1

1921.2; 1931.1
9p22 - p13.3;
9p13.2 - p13.1

10,7%
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Cont/ Tabela 9

ESOP12 42 1p22.2 - p22.1

12g14.1

40,5%
8p23.3 - p22;
8q24.3
9p21 - p13.1;
9p21.2; 9934.3
10p12.31
11p15.5
12¢24.33
13g21.2
16p13.3; 16p11.2
18q21 - 23
19p13.3; 19p13.11
21¢22.2 - q22.3

ESOP15 16 5p15.33

21g22.11

5033.3 31,2%
10p12.31
19g13.11
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Tabela 10 - Alteracbes em regides minimas comuns, detectadas por

aCGH (threshold 5.0) nos nove casos pareados que foram submetidos as

duas metodologias: HR-CGH e aCGH. Em negrito, estdo indicadas as regides

cromossOmicas alteradas que foram consistentes com dados de HR-CGH.

CGH array (threshold 5.0)

GANHOS GENOMICOS

Regido

Casos Concordancia

3025.2-926.31
3026.31-g27.1

ESOP9, ESOP8, ESOP12 35,29%
ESOP9, ESOP8, ESOP12

3027.1-927.3 ESOP9, ESOP8, ESOP12, ESOP5
3027.3 ESOP9, ESOP8, ESOP12
3027.3 ESOP9, ESOP8, ESOP12
5p15.33-p15.32 ESOP9, ESOP15, ESOP2
8023.3-024.3 ESOP9, ESOP8, ESOP5
8024.3 ESOP9, ESOP8, ESOP5
11913.2 ESOPS8, ESOP15, ESOP7
11913.2 ESOPS8, ESOP12, ESOP15, ESOP7
11913.2 ESOPS8, ESOP15, ESOP7
11913.2 ESOPS8, ESOP12, ESOP15, ESOP7
11913.3 ESOPS8, ESOP12, ESOP15, ESOP7, ESOP2
11913.3 ESOPS8, ESOP15, ESOP7, ESOP2
14911.2 ESOP1, ESOP9, ESOP15
14911.2 ESOP9, ESOP1, ESOP15
14911.2 ESOP1, ESOP9, ESOP15
PERDAS GENOMICAS
Regiéo Casos Concordéancia
1921.2 ESOP7, ESOP9, ESOP12 47,8%
3026.31 ESOP7, ESOP9, ESOP12, ESOPS8
5¢31.3 ESOP7, ESOP9, ESOP12, ESOPS8
5033.2 ESOP15, ESOP12, ESOPS8
5035.2 ESOP9, ESOP12, ESOP8
6023.2 ESOP7, ESOP9, ESOP12
6023.2 ESOP7, ESOP15, ESOP9, ESOP12
6023.2 ESOP15, ESOP9, ESOP12
8g23.3 ESOP7, ESOP9, ESOP4, ESOP12, ESOP1
9p24.3-p21.3 ESOP9, ESOP12, ESOP8
9p21.3 ESOP9, ESOP12, ESOP2, ESOP8
9p21.3-p21.1 ESOP9, ESOP12, ESOP8
9p13.2-p13.1 ESOP9, ESOP12, ESOP8
9q34.2 ESOP9, ESOP4, ESOP12
10p12.31 ESOP15, ESOP9, ESOP4, ESOP12
10923.33 ESOP9, ESOP4, ESOP12
14911.2 ESOP15, ESOP9, ESOP4, ESOP12, ESOP1
ESOP7, ESOP15, ESOP9, ESOP4, ESOP12,
14932.12 ESOP1
18912.1-g23 ESOP9, ESOP12, ESOP8
19p13.11 ESOP7, ESOP9, ESOP12
ESOP7, ESOP15, ESOP9, ESOP4, ESOP12,
19913.11 ESOPS8
199q13.32 ESOP7, ESOP1, ESOP8

19913.42

ESOP7, ESOP15, ESOP8
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4.3.4 Genes de interesse

Foram identificados 727 genes candidatos mapeados nas regides
minimas comuns contendo altera¢cdes gendmicas detectadas por aCGH. Os
genes associados a CNVs previamente descritas foram descartadas da
analise (Anexo 3).

Dentre as regibes mais frequentemente alteradas, foram
identificados alguns genes de interesse. Os genes encontrados estédo
envolvidos em diversos mecanismos como controle do ciclo celular, fatores
de crescimento, adesdo celular, fatores de transcricdo, regulacdo da
apoptose, entre outros. Como exemplo, podemos citar alguns genes
conhecidos por seu envolvimento em cancer. Devido ao elevado numero de
genes envolvidos nas alteracdes detectadas por aCGH, apenas alguns deles
serdo mencionados no presente estudo.

Ganhos em 11qg foram as mais frequentes entre os casos avaliados,
destacando-se as regides 11g13.2, 11913.2-q13.3 e 11g13.3, em cerca de
50% dos casos (Figura 14). Tais regibes também foram detectadas pela
técnica de HR-CGH em 61,9% dos casos. Vinte e oito genes foram
mapeados em tais regides, incluindo alguns que atuam no controle do ciclo
celular como CCND1 (Figura 15), fatores de crescimento do fibroblasto como
FGF19, FGF4 e FGF3 (Figura 16) e adesao celular como CTTN (Figura 17).

Genes envolvidos em adeséo celular encontram-se mapeados nas
regides envolvidas em perdas gendmicas no cromossomo 18, apesar da
baixa frequéncia entre os casos avaliados, como 0os membros do grupo das

caderinas CDH2 em 18qgl12.1 (Figura 18), CDH7 e CDH19 em 18qg22.1
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(Figura 19) e CDH20 em 18qg21.3 (Figura 20). Adicionalmente, na regiao
18g12.1, também podem ser encontrados genes das subfamilias
desmogleina (DSG1, DSG2, DSG3 e DSG4) e desmocolina (DSC1, DSC2 e
DSC3) pertencentes a superfamilia de caderinas desmossomais (Figuras 21
e 22).

Genes envolvidos na via de sinalizagdo Wnt também foram
identificados em regifes que se encontraram alteradas no presente estudo.
Entre tais genes, foram identificados a fosfoproteina DVL3 em 3qg27.1

(Figura 23), o co-receptor LRP5 em 11q13.2 (Figura 24).

11q13.2-q13.3
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Figura 14 - Representacdo dos genes que se encontram mapeados nas
regides envolvidas em ganhos gendmicos 11q13.2-q13.3, detectadas por
aCGH em CEE.




Resultados

82

Sonda 1 Sonda 2 Sonda 3
69.456.675 69.461.955 69.467.280
69.456.730 69.462.006 69.467.339

Figura 15 - Representacdo esquematica do ganho gendmico

envolvendo o gene CCND1, mapeado na regido 11ql13.2 em CEE,

detectado por aCGH. As setas em vermelho indicam a regido de mapeamento

das sondas representada na plataforma de aCGH. Em azul, regies exbnicas do

gene. Os numeros abaixo de cada sonda referem-se ao local de mapeamento das

sondas (start e end).
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11913.3
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..................... Gene FGFI19 Gene FGF4 . Gene FGF3
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Sonda 1 Sonda 2 Sonda 3 Sondad4  Sondas
69.514.435 69.587.837 69.624.717 69.628.208 69.630.395
69.514.483 69.587.8%6 69.624.776 69.628.261 69.630.454

Figura 16 - Representacdo esquematica do ganho genémico envolvendo os
genes FGF19, FGF4 e FGF3, mapeado em 11q13.3 detectado por aCGH

em casos de CEE. As setas em vermelho indicam o local de mapeamento das sondas

representadas na plataforma de aCGH. Em azul, regides exbnicas do gene. Os niUmeros

abaixo de cada sonda referem-se ao local de mapeamento das sondas (start e end).
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11913.3

> I I LB
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Sonda 1 Sonda 2 Sonda 3
70.251.406 70.262.238 70.277.273
70.251.465 70.262.297 70.277.321

Figura 17 - Representacao esquematica do ganho genémico envolvendo o
gene CTTN, mapeado na regido 11913.3 detectado por aCGH em casos de

CEE. As setas em vermelho indicam o local onde se mapeiam as sondas que revelaram
alteracdo na analise de aCGH. Em azul, regides exbnicas do gene. Os nimeros abaixo de

cada sonda referem-se ao local de mapeamento das sondas (start e end).
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Sonda 1 Sonda 2 Sonda 3 Sonda 4
25.530.928 25.565.500 25.620.386 25.727.668
25.530.986 25.565.559 25.620.445 25.727.724

Figura 18 - Representagdo esquemética da perda genémica envolvendo o

gene CDH2, mapeado em 18q12.1. As setas em vermelho indicam o local onde se
mapeiam as sondas que mostraram alteragGes apés a analise de aCGH. Em azul, regides
exdnicas do gene. Os numeros abaixo de cada sonda referem-se ao local de mapeamento

das sondas (start e end).
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H INM_D21153.2

NM_033646.1) » | FH Lo i
NM_DD4361 2| > H—H > { ,r
Sonda 2 Sonda 3
Sonda 1 64.188.524 64.254.055
63.450.652 64.188.583 44254114 Sonda4
63.450.711 64.271.180
64.271.239

Figura 19 - Representacao esquematica da perda genémica envolvendo os

genes CDH7 e CDH19, mapeados em 18g22.1. As setas em vermelho indicam o

local onde se mapeiam as sondas que mostraram alteracdo na analise de aCGH . Em azul,
regibes exbnicas do gene. Os nlmeros abaixo de cada sonda referem-se ao local de

mapeamento das sondas (start e end).
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18921.33

Sonda 1 Sonda 2
59.157.762 59.216.675
59.157.813 59.216.734 Sonda 3
59.222.761
59.222.820

Figura 20 - Representacdo esquematica da perda genémica envolvendo o

gene CDH20, mapeado em 18g21.33. As setas em vermelho indicam o local onde
se mapeiam as sondas que mostraram alteracdo na analise de aCGH. Em azul, regibes
exdnicas do gene. Os nuameros abaixo de cada sonda referem-se ao local de mapeamento

das sondas (start e end).
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28.908.324 29.044.128

Figura 21 - Representacdo esquematica da perda genémica envolvendo os
genes DSG1, DSG2, DSG3 e DSG4, mapeados em 18q12.1. As setas em

vermelho indicam regido de mapeamento das sondas alteradas detectadas na

andlise de aCGH. Em azul, regibes que correspondem aos éxons do gene. Os

nameros abaixo de cada sonda referem-se ao local de mapeamento das sondas

(start e end).
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Sonda 1 Sonda 2 Sonda 3 Sonda 4
28.581.621 28.612.194 28.678.048 28.720.215
28.581.680 28.612.255 28.678.107 28.720.274

Figura 22 - Representacao de perda genémica envolvendo os genes DSC1,

DSC2 e DSC3, mapeado na regidao 18g12.1. As setas em vermelho indicam a
regido de mapeamento das sondas alteradas detectadas na analise de aCGH. Em azul,
regides que correspondem aos éxons do gene. Os numeros abaixo de cada sonda referem-

se ao local de mapeamento das sondas (start e end).
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Sonda 1 Sonda 2
183.878.039 183.878.039
183.878.098 183.878.098

Figura 23 - Representacdo esqueméatica do ganho gendémico envolvendo o

gene DVL3, mapeado em 3027. As setas em vermelho indicam regido de
mapeamento das sondas alteradas detectadas na analise de aCGH. Em azul, regiées que
correspondem aos éxons do gene. Os numeros abaixo de cada sonda referem-se ao local

de mapeamento das sondas (start e end).
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Sonda 1 Sonda 2 Sonda 3
68.115.773 68.184.533 68.216.702
68.115.829 68.184.592 68.216.761

Figura 24 - Representacdo esquematica de ganho gendmico envolvendo o
gene LRP5, mapeado em 11g13.2. As setas em vermelho indicam regido de

mapeamento das sondas alteradas detectadas na analise de aCGH. Em azul,

regibes que correspondem aos éxons do gene. Os nimeros abaixo de cada sonda referem-

se ao local de mapeamento das sondas (start e end).
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5 DISCUSSAO

A identificacdo de alteracbes gendmicas em CEE tém sido relatadas
por diversos autores, utilizando tanto a técnica de HR-CGH quanto a de
aCGH. Adicionalmente, algumas das alteracdes identificadas foram
associadas a fatores prognosticos em CEE. Muitas das regifes alteradas

descritas em literatura também foram identificadas no presente estudo.

5.1 HR-CGH

Utilizando a técnica de HR-CGH, foram identificadas alteracdes
envolvidas em ganhos e perdas genbmicas em uma série de 21 casos de
CEE. No total, foram identificadas 1038 alteragbes gendmicas, com um
namero médio de 50 altera¢des por caso. Foram detectadas 155 alteragdes,
envolvendo regibes minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos,
presentes em mais de 30% dos 21 casos de CEE.

Alteragcbes cromossOmicas envolvendo ganhos e perdas genOmicas
tem sido avaliadas por diversos autores utilizando a técnica de CGH
cromossOmico, e muitas dessas alteracdes tém sido associadas a fatores
prognosticos em CEE (Anexo 4) (TADA et al. 2000; YEN et al. 2001; UENO
et al. 2002; NOGUCHI et al. 2003; SHIOMI et al. 2003; UENO et al. 2003;
YEN et al. 2003; KWONG et al. 2004; WANG et al. 2006; SUGIMOTO et al.

2007; QIN et al. 2008).
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Os ganhos nas regibes minimas comuns 11gl12 e 11q13, detectadas
pela técnica de HR-CGH, encontram-se entre as alteracfes mais frequentes
entre 0s casos avaliados, presentes em 71,4% e em 61,9% das amostras,
respectivamente. Tais regides ja foram descritas por varios autores em CEE,
sendo recorrentes nesse tipo tumoral, sugerindo que essas regides podem
conter genes importantes para o desenvolvimento e progressao tumoral
(TADA et al. 2000; YEN et al. 2001; UENO et al. 2002; NOGUCHI et al.
2003; SHIOMI et al. 2003; YEN et al. 2003; KWONG et al. 2004; WANG et
al. 2006; SUGIMOTO et al. 2007; QIN et al. 2008). No entanto, poucos
estudos verificaram a associacdo entre tais alteracdes e fatores clinico-
patoldgicos. Ueno et al. (2002) relataram que ganhos em 1113 foram mais
freqientes em casos em estadio | (UENO et al. 2002). Apesar da alta
frequéncia de tais alteragbes no presente estudo, ndo foram encontradas
associacoes significativas entre ganhos nessas regides e variaveis clinico-
patoldgicas.

As alteracdes envolvendo ganhos em 1922-923 e 1931 também foram
freqientes entre os casos do presente estudo (66,7% e 42,9%,
respectivamente). Dois estudos chineses descreveram ganhos gendmicos
em 1p11-g22, que envolve a citobanda 1922 identificada no presente estudo
(WANG et al. 2006; QIN et al. 2008). Os ganhos em 131 foram identificados
por KWONG et al (2004) e QIN et al. (2008). QIN et al. (2008) mostraram
que casos com metastase linfonodal apresentaram altera¢cdes em 1g22-923
e em 1931 mais frequentemente do que casos com auséncia de

comprometimento linfonodal (QIN et al. 2008). No presente estudo, ganhos
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em 1022-g23 mostraram estar associados a CEE mais diferenciados,
sugerindo que genes presentes em tal regido podem estar envolvidos em
fases mais tardias do desenvolvimento tumoral. Adicionalmente, casos
apresentando ganhos em 1q12-q13 foram mais frequientes em amostras que
ndo apresentaram metastase linfonodal, sugerindo que a presenca dessa
alteracdo confere um comportamento menos invasivo a esses tumores. A
presenca de genes supressores de tumor ou de microRNAs mapeados
nessa regido poderia estar conferindo essa caracteristica menos invasiva a
esses tumores. Embora em baixas freqiiéncias, foram observados ganhos
gendmicos em 1p12-p13 (28,6%) e 1p21-p22 (28,6%). Tais regides também
foram descritas por outros autores (SHIOMI et al. 2003; WANG et al. 2006;
QIN et al. 2008).

Os ganhos gendmicos em 2pll.2, 2pl2 e 2pl3, detectados em
52,4%, 42,9% e em 28,6% dos casos, respectivamente, Sdo consistentes
com os achados de Noguchi et al. (2003) (NOGUCHI et al. 2003). No
entanto, diferentemente de nossos achados, estes autores relataram uma
associacao entre invasao linfatica e ganhos em 2p (NOGUCHI et al. 2003).

No presente estudo, foram detectados ganhos envolvendo 3q12-q13.1
e 3013.1-q13.3 em 33,3% e em 42,9% dos casos, respectivamente. Tais
dados sdo concordantes com estudos prévios, que mostraram ganhos em 3q
(NOGUCHI et al. 2003; QIN et al. 2008). Alteracbes genbmicas nessas
regides tém sido associadas a infiltracdo tumoral (NOGUCHI et al. 2003) e

presenca de metastase linfonodal (QIN et al. 2008). Em nossos achados,
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nao foi observada nenhuma associacdo entre alteracdes nessas regides e
fatores clinicos e patologicos.

Dados apresentados por um grupo da China revelaram a presenca de
ganhos gendmicos em grandes segmentos do cromossomo 4, envolvendo
4p13-g31, concordante com as alteragbes detectadas no presente estudo
envolvendo 4p12-p13, 4912-q13, 4924, 4925-026, 4926-927 e 4928 (WANG
et al. 2006; QIN et al. 2008). Esse mesmo grupo também mostrou ganhos
em 6pl12-q14 e em todo o brago longo do cromossomo 6. Em nossa analise,
foram detectados ganhos envolvendo as regides 6p21.3 (38,1%), 6q12
(42,9%), 6913-q14 (38,1%), 616 (33,3%) e 6021 (38,1%). Esta ultima
regido mostrou associacdo significativa com grau histolégico, mostrando
ganhos gendmicos com maior freqiiéncia em amostras tumorais bem ou
moderadamente diferenciadas. Na literatura, h& relatos de que ganhos em
6p sdo mais frequientes em casos com metéstase linfonodal (QIN et al.
2008), porém, tal associagéo nao foi encontrada neste estudo.

Similar aos nossos resultados, os ganhos em 7ql11.2, 7921 e 7922
também foram identificados em outros estudos (YEN et al. 2001; UENO et
al. 2002; YEN et al. 2003; KWONG et al. 2004; QIN et al. 2008). No entanto,
YEN et al. (2002) mostraram que alteragbes em 7q estdo associados a pior
progndstico. SEWRAM et al (2003) relataram que ganhos em 7g22 sao mais
comuns em amostras em estadios mais precoces (UENO et al. 2002). Neste
estudo, alteracdes nas regides mencionadas ndo mostraram associacao

com fatores prognésticos em CEE.
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Os ganhos envolvendo o brago longo do cromossomo 8 foram
relatados por diversos autores (NOGUCHI et al. 2003; SHIOMI et al. 2003;
WANG et al. 2006; QIN et al. 2008), em concordancia com os achados de
ganhos em 8qg11.2 (28,6%) e 8913 (33,3%) aqui apresentados. Ganhos
envolvendo 8qg tem sido associados a fatores como infiltracdo tumoral
(NOGUCHI et al. 2003) e metastase linfonodal (QIN et al. 2008).
Comprometimento linfonodal também foi associado a ganhos em 12p (QIN
et al. 2008). Os ganhos em 12pl11.2 foram identificados em 38,1% dos
casos, porém, nenhuma associacdo com comprometimento linfonodal foi
observada na presente casuistica.

Dados resultantes da andlise de HR-CGH mostraram que houve um
predominio de alteracdes envolvendo perdas genbmicas. Neste estudo,
foram detectadas perdas envolvendo as regides 1p31, 1p33 e 1p36.1-p36.3,
em uma frequiéncia em torno de 50% dos casos, mas nenhuma associagao
foi observada com varidveis clinico-patolégicas. Tais alteracfes também
foram descritas em relatos anteriores (YEN et al. 2001; WANG et al. 2006;
QIN et al. 2008). No entanto, apenas um deles mostrou que perdas em 1p
sdo mais frequentes em casos com metastase linfonodal (QIN et al. 2008).

No presente estudo, foram identificadas perdas em 3p12-p13 (28,6%),
3p24 (42,9%) e em 3p25 (28,6%). As alteracdes envolvendo perdas em 3p
foram relatadas por diversos autores (YEN et al. 2001; UENO et al. 2002;
SHIOMI et al. 2003; YEN et al. 2003; WANG et al. 2006; QIN et al. 2008;
TAN e REIS-FILHO 2008). As perdas em 3p foram associadas a metastase

linfonodal (QIN et al. 2008), o que difere dos achados deste estudo, em que
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foi observado que perdas em 3p24 e em 3p25 foram mais freqlientes em
amostras sem comprometimento linfonodal. A presenca de oncogenes ou de
microRNAs mapeados nessas regifes poderiam conferir essa caracteristica
menos invasiva a esses tumores.

Adicionalmente, foi observado que perdas em 3p25 estava
significativamente associada a estadios mais precoces (I e Il). Dados
similares foram relatados por Ueno et al. (2002), que demonstraram que
perdas envolvendo 3p21-pter foram mais freqiientes em casos com estadio |
(UENO et al. 2002).

Perdas em 4p15.1 (33.3%), 4p15.2-p15.3 (76,2%), 4931,2 (28,6%) e
em 4q32-q33 (28,6%) foram observadas entre as amostras avaliadas por
HR-CGH concordantes com dados da literatura em CEE (TADA et al. 2000;
YEN et al. 2001; UENO et al. 2002; KWONG et al. 2004; WANG et al. 2006).
Perdas no cromossomo 4 foram associadas com metéstases linfonodais
(QIN et al. 2008). Yen et al. (2001) demonstraram que perdas em 4pl4-
p15.3 foram mais freqientes em casos em estadio IV e estavam associadas
a pior prognéstico em CEE (YEN et al. 2001). Ueno et al. (2002)
descreveram que perdas em 4q32-g33 eram mais freqiientes em casos em
estadios mais precoces (UENO et al. 2002). No presente estudo, nao foi
constatada nenhuma associacdo entre alteracbes no cromossomo 4 e
variaveis clinico-patolégicas.

Concordantes com dados aqui descritos, estudos prévios relataram a
ocorréncia de perdas gendmicas em 59 (YEN et al. 2001; SHIOMI et al.

2003; WANG et al. 2006; QIN et al. 2008), incluindo as regides 5932, 5933,
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5034-g35 identificadas no presente estudo, em 28,6%, 33,3% e em 66,7%
dos casos, respectivamente. Porém, em nossos dados, nenhuma
associacdo entre tais alteragcbes e fatores clinicos e patologicos foi
encontrada.

As perdas gendmicas envolvendo 6922 (28,6%), 6924 (42,9%), 6g25
(38,1%), 6026 (33,3%), 6027 (33,3%), 70932-933 (33,3%) e 7q34-q36
(66,7%) aqui descritas também foram relatadas por Yen et al. (2003) (YEN et
al. 2003); no entanto, nenhuma associacao entre perda em tais regioes e
fatores clinico-patolégicos foi verificada pelos autores. No presente estudo,
foi observado que casos mais diferenciados mostraram maior freqiéncia de
ganhos em 6qg21.

Neste estudo, foram observadas perdas em 8pl2 e 8p22, em 28,6% e
47,6% dos casos, respectivamente. Alteracbes nessas regides ja foram
descritas em literatura (TADA et al. 2000; WANG et al. 2006; QIN et al.
2008), embora haja relatos de maior frequéncia de tais perdas em casos de
CEE em estadios mais avancados (YEN et al. 2001), o que nao foi
encontrado neste estudo.

Perdas gendmicas em 9p12, 9p13 e em 9p21-p23 foram observadas
em 42,9%, 66,7% e 81% das amostras, respectivamente; a frequéncia de
perdas em 9g21, 9922, 9931 e 9932 foi de 38,1%, 42,9%, 47,6% e 42,9%,
respectivamente. Tais alteracfes ja foram descritas em estudos anteriores,
como em 9pl2 (YEN et al. 2003), 9p13 (YEN et al. 2003; KWONG et al.
2004), 9p21-p23 (TADA et al. 2000; YEN et al. 2001; UENO et al. 2002; YEN

et al. 2003), 9921 (YEN et al. 2001; WANG et al. 2006; QIN et al. 2008;
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SUGIMOTO et al. 2009), 9922, 9931 e 9932-934 (WANG et al. 2006; QIN et
al. 2008). YEN et al. (2001) relataram que perdas em 9p21 e em 9g21 foram
mais freqlientes em casos com estadio mais avangado; porém, apenas a
alteracdo envolvendo 9p estava associada a pior prognéstico. UENO et al.
(2002) também observaram diferencas nas frequiéncias de perdas em 9p21
em casos com diferentes estadiamentos. Em nossa casuistica, alteracdes
envolvendo o cromossomo 9 ndo mostraram associacdo com variaveis
clinico-patol6égicas em CEE.

Os dados em literatura mostram que perdas genémicas em 10p e em
10q sdo mais freqientes em CEE com presenca de metastase linfonodal
(QIN et al. 2008). Apesar da associagao entre as alteragdes cromossomicas
e variaveis clinico-patologicas ndo terem sido encontradas no presente
estudo, foram detectadas perdas em 10p13, 10p14, 10g24-g25 e 10925-q26
entre os CEE avaliados, numa frequéncia de 28,6 a 52,4% dos casos.

As perdas genOmicas em 11pl4 (38,1%) e 11pl5 (52,4%) foram
identificadas em nossa casuistica, sendo concordantes com os achados de
Tada et al. (2000)(TADA et al. 2000). As regides 11922 (28,6%) e 11923-925
(61,9%) estavam envolvidas em perdas gendmicas no presente estudo,
assim como em outros relatos da literatura (WANG et al. 2006; QIN et al.
2008). Porém, nenhuma dessas regides mostrou associacdo com fatores
prognoésticos em CEE avaliados no presente estudo, o que difere de dados
prévios em literatura. Perda envolvendo 11g22-g23 foi relacionada a fatores
como estadiamento tumoral e metastase linfonodal (UENO et al. 2002).

Adicionalmente, Yen et al. (2001) relataram que casos que apresentaram
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perdas envolvendo 11g23-qter apresentaram pior prognostico (YEN et al.
2001).

Embora ndo existam relatos anteriores em literatura, alteracbes
envolvendo perdas em 12p12 (38,1%), 12p13 (33,3%), 12915-g21 (38,1%),
12q22 (52,4%), 12023-q24 (81,0%), 12024.1-024.2 (81,0%) e 12¢24.3
(76,2%) foram detectadas no presente estudo. Adicionalmente, casos com
auséncia de invasao linfatica apresentavam mais freqiientemente perdas em
12q24.3, indicando que possiveis oncogenes podem estar mapeados em tal
regido e sua perda pode conferir uma caracteristica de melhor prognéstico
em CEE.

Neste estudo, foram identificadas perdas gendmicas envolvendo
13921 (57,1%), 13922 (61,9%), 13931 (42,9%) e 13932 (33,3%). As perdas
envolvendo 13p e 13q tém sido freqlientemente observadas em casos de
CEE (SHIOMI et al. 2003; WANG et al. 2006; QIN et al. 2008), sendo
associados a presenca de metéstase linfonodal (QIN et al. 2008). Tais dados
corroboram com os dados aqui descritos, em que perdas em 13931 foram
mais freqiientes em casos com comprometimento linfonodal, indicando que
algum supressor de tumor mapeado nessa regido pode estar
desempenhando uma func¢éo no prognostico de CEE.

No cromossomo 15, foram identificadas perdas em 1512 (33,3%),
15q14 (52,4%), 15021 (38,1%), 15q22-q24 (47,6%) e em 15025-026
(52,4%). Perdas genOGmicas em 15025-g26 foram mais frequentemente

detectadas nos casos com estadios | e Il, sugerindo ser este um evento
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precoce da tumorigénese de esbdfago. Para o nosso conhecimento, néo
existem dados em literatura relatando alteragbes em tais regides em CEE.

As perdas em 16p foram relatadas em estudos anteriores (YEN et al.
2001), inclusive, ocorrendo com maior frequéncia em casos com invasao
linfonodal (NOGUCHI et al. 2003). Embora a associacdo com
comprometimento linfonodal ndo tenha sido observada entre os casos aqui
estudados, foram também observadas perdas em 16p11.2, 16p12, 16p13.1-
pl3.2, 16p13.3, 16g21-922 e 16923, em frequéncia variando de 42,9 a
66,7% dos casos.

As perdas em 18p11.2-p11.3, 18qll.2, 18912, 18921-q22 e 18923,
foram detectadas em nossa casuistica, com frequéncias variando de 42,9 a
71,4% das amostras. Dentre tais alteracdes, perdas em 18921-922 e em
1823 foram descritas por diversos autores em CEE (TADA et al. 2000; YEN
et al. 2001; UENO et al. 2002; SHIOMI et al. 2003; UENO et al. 2003; YEN et
al. 2003; WANG et al. 2006; SUGIMOTO et al. 2007; QIN et al. 2008). No
entanto, diferentemente de nossos resultados, alguns destes estudos
sugerem que perdas em 18g2l-gter sdo mais freqientes em casos em
estadio | (UENO et al. 2002). Adicionalmente, em outro estudo, Qin et al.
(2008) demonstraram que perdas em 18q ocorrem mais freqientemente em
casos com metéastase linfonodal (QIN et al. 2008).

De modo semelhante ao cromossomo 18, perdas em 19p13.1,
19p13.2-p13.3, 19913.1, 19913.2, 19q13.3-q13.4 também foram frequentes
estando presentes em mais de 50% dos casos. Tais alteracdes também ja

foram descritas em estudos anteriores (YEN et al. 2001; KWONG et al.




Discussao 103

2004; WANG et al. 2006) e perdas apenas em 19p foram associadas a
presenca de metastase linfonodal (QIN et al. 2008), o que nao foi observado
no presente estudo. Porém, perdas em 19913.1 e em 19913.2 mostraram
associagao significativa com casos de CEE mais diferenciados.

Apesar do baixo numero de casos avaliados, o que confere um baixo
poder estatistico as analises apresentadas, os dados do presente estudo
confirmam os achados de alteracbes gendmicas ja descritas em literatura e
descreve novas regides cromossomicas que precisam ser melhor
investigadas e que podem estar envolvidas no desenvolvimento e
progresséao tumoral em CEE.

Todos os estudos descritos na analise comparativa com 0S n0Sso0s
achados utilizaram a técnica de CGH convencional e ndo HR-CGH. A
resolucéo da técnica de CGH cromossémico convencional para a deteccao
de alteracbes gendmicas € de cerca de 5-10Mb (SNIJDERS et al. 2003;
HUGHES et al. 2004; SHIH IE e WANG 2005; BEJJANI e SHAFFER 2006).
Enquanto que pela metodologia de HR-CGH, ha um consideravel aumento
de resolucéo, para cerca de 2-5Mb, melhorando a capacidade de detecgéo
de alteracbes que antes ndo era possivel pelo CGH convencional. No
entanto, é possivel observar variagdes na resolucdo apresentada pela
técnica de HR-CGH, que pode depender de fatores como condicbes de
hibridacdo, critérios de andlise, regido cromossémica envolvida, qualidade
das metéfases e grau de condensacdo cromossémica. Tais fatores podem
interferir na taxa de deteccao de alteracdes gendmicas, permitindo ou nao a

deteccdo destas em determinadas regides cromossémicas (SCHOUMANS
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et al. 2004). Alem disso, o tamanho da casuistica também pode ter
influenciado na discrepancia observada entre os dados aqui descritos e o0s ja
relatados na literatura. Em estudos prévios, € possivel observar casuisticas
que variam de trés e 60 casos avaliados e no presente estudo, foram
analisados 21 casos de CEE.

Adicionalmente, algumas das discrepancias entre os dados descritos
por estudos prévios e 0s aqui apresentados podem ser resultantes da
contaminacdo das amostras de DNA por outras células ndo tumorais. A
homogeneidade das amostras de DNA extraidas das amostras tumorais
garante uma maior especificidade e sensibilidade durante as andlises de
alteracdes gendmicas (ROGATTO 2000). No presente estudo, em etapa
anterior a extracdo de DNA, as amostras de CEE em FFEP foram
submetidas a microdisseccdo manual (Scrape) ou a laser (LCM), para
garantir a ndo contaminacdo com outros tipos celulares. Entre os relatos ja
descritos em literatura, alguns autores mencionam a realizacdo de
microdisseccao por scrape com agulha fina em suas amostras (UENO et al.
2002; SHIOMI et al. 2003; UENO et al. 2003; QIN et al. 2008; SAKAI et al.
20009).

Um dos fatores limitantes na utilizacdo de microdisseccdo de
amostras tumorais € a quantidade limitada de amostra obtida, o que pode
ser resolvida com a realizacdo de amplificacdo de DNA gendmico obtidos
das amostras. Para esse estudo, foi realizada a amplificacdo de DNA
utilizando protocolo baseado na PCR, método SCOMP (Single-cell

comparative genomic hybridization), que permite a amplificacdo homogénea
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do genoma. A confiabilidade e a sensibilidade dessa metodologia foi
demonstrada em estudos de CGH, envolvendo tanto amostras a fresco
(KLEIN et al. 1999) quanto FFEP (STOECKLEIN et al. 2002). No entanto,
durante tal processo de amplificacdo do genoma, pode ocorrer a
amplificacdo de alvos preferenciais, como regides ricas em sequéncias
repetitivas, o que poderia causar um viés na deteccdo de alteracbes
gendmicas. No presente estudo, uma forma de minimizar esse erro, foi a
utilizagéo de intervalos de referéncia baseadas em uma biblioteca de DNAs

normais também previamente amplificados por SCOMP.

5.2 CGHARRAY

O método de aCGH supera as limitacdes encontradas em CGH
cromossObmico, sobretudo com relacdo a resolucdo das alteracbes de
ganhos e perdas gendmicas, ja que pela técnica de CGH cromossémico, o
limite de deteccdo de perdas e ganhos de sequéncias cromossOmicas € de
cerca de 5-10Mb (SNIJDERS et al. 2003; HUGHES et al. 2004; SHIH IE e
WANG 2005; BEJJANI e SHAFFER 2006).

No presente estudo, foram detectadas 191 alteracdes gendmicas,
sendo que para cada caso, o numero meédio foi de 10,6 aberragbes (dp=9,5
alteracdes), variando de 2 a 35 alteragbes/caso. O maior numero de
alteracdes foi observado no caso ESOP9, enquanto que as amostras
ESOP1, ESOP4 e ESOP39 mostraram apenas duas alteragbes gendémicas.

Comparando os dados clinico-patologicos de tais casos, foi possivel
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observar que o caso ESOP9 possui estadiamento mais avancado, com
presenca de metastase linfonodal e nivel mais avancado de infiltragdo
tumoral. Por outro lado, amostras tumorais com menor nimero de alteracdes
mostraram comportamento menos agressivo, sugerindo a ocorréncia de
maior instabilidade cromossOGmica nos tumores mais agressivos.

No presente estudo, foram identificadas alteracbes em regides
minimas comuns mais freqientes entre os casos de CEE. Inicialmente, para
a deteccdo de tais alteracdes, apenas aquelas presentes em, no minimo,
cinco dos 18 casos avaliados foram consideradas para analise dos ganhos e
perdas gendmicas. No entanto, devido ao baixo numero de perdas
detectadas utilizando esse critério, foram consideradas as alteracdes
presentes em, pelo menos, trés casos. Dessa maneira, foram detectadas 38
alteracbes gendmicas em regiées minimas comuns, incluindo 21 envolvidas
em ganhos e 17 em perdas.

Ha um nudmero limitado de estudos descrevendo alteracdes do
namero de cépias de DNA em CEE por aCGH. Comparando os achados do
presente estudo com dados de literatura, foi possivel identificar regibes
consistentes de perdas e ganhos genémicos em CEE (Anexo 5).

Os ganhos gendmicos foram mais frequentes em regides minimas
comuns em 3q, 8q e 11q, sendo consistentes com dados relatados em
literatura (ISHIZUKA et al. 2002; ARAI et al. 2003; KIM et al. 2006;
HIRASAKI et al. 2007; CARNEIRO et al. 2008; SUGIMOTO et al. 2009).

Foram identificados ganhos envolvendo somente o braco longo do

cromossomo 3, em 3q22.2-g22.3, 3923-924, 3925.1, 3925.1-925.2, 3925.2-
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g26.31 e 3026.31-g29, em menos de 40% dos casos. Muitas dessas
alteracbes ja foram descritas em estudos anteriores, como 3025.31,
3026.31, 3026.32, 3g27.1, 3q27.2, 3027.3, 3929 (HIRASAKI et al. 2007),
3026.2 (KIM et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007), 3926 (ISHIZUKA et al. 2002)
e 3927.1-9g29 (CARNEIRO et al. 2008). Nao temos conhecimento de relatos
em literatura de ganhos em 3922.2-922.3, 3923-g24 e 30925.1 observado em
nosso estudo.

No cromossomo 8, foram detectadas trés alteragcdes envolvendo
ganhos gendmicos em 8q23.3-024.22, 8924.22 e 8924.22-924.3, em cerca
de 30% das amostras. Ganhos em regifes inseridas em tais intervalos
cromossOmicos foram relatados em outros estudos por aCGH, como 8q23.3-
g24.22 (ARAI et al. 2003), 8924.21 (HIRASAKI et al. 2007), 8924.13-q24.23
e 89g24.3 (CARNEIRO et al. 2008).

Os ganhos gendmicos envolvendo 11g13.2-11g13.3 s&o recorrentes
em CEE, como demonstrado por estudos prévios (ISHIZUKA et al. 2002;
ARAI et al. 2003; KIM et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007; CARNEIRO et al.
2008; SUGIMOTO et al. 2009). No presente estudo, ganhos nestas regidoes
também foram detectados, merecendo destaque ganhos em 11q13.2,
11913.2-g13.3 e 11913.3, presentes em mais de 50% dos casos. Pela
técnica de HR-CGH, ganhos em 11913 também foram detectados neste
estudo, corroborando os resultados da analise de aCGH.

Com relagéo as perdas gendomicas, foram identificadas 17 alteragdes

em regides minimas comuns em 3q, 5q, 89, 9p, 14q, 18q, 19q e 21q.
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As perdas gendmicas no cromossomo 5 foram pouco frequentes
(16,7%), afetando as regides 50923.1, 5931.3 e 5935.2, dos quais apenas a
primeira alteragdo ja foi descrita por Hirasaki et al. (2007) (HIRASAKI et al.
2007). Perda em 5qg35 também foi detectada pela técnica de HR-CGH em
amostras FFEP de CEE.

Em concordancia com os achados de HR-CGH, as alteragbes
envolvendo perdas no brago curto do cromossomo 9 foram detectadas em
9p24.3, 9p24.3-p21.3, 9p21.3, 9p21.3-p21.1 e 9p13.3-p13.1 pela técnica de
aCGH. Apesar da baixa frequéncia observada no presente trabalho (16,7 a
27,7% dos casos), algumas dessas altera¢cdes ja foram relatadas por outros
autores, como 9p24.3, 9p24.3-p21.3 (CARNEIRO et al. 2008), 9p21.3 (KIM
et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007; CARNEIRO et al. 2008).

Uma frequéncia baixa de casos apresentou perda nas regides
18q12.1 (16,7%), 18q12.1-q23 (22,2%) e 18¢23 (16,7%), que ja foram
descritas previamente em CEE (KIM et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007,
SUGIMOTO et al. 2009).

Apesar de haver muitas alteracbes concordantes entre o presente
estudo e trabalhos prévios descritos em literatura, foi possivel identificar
alteracdes gendmicas nao descritas previamente, como ganhos em 3q22.2-
g22.3, 3923-g24, 3925.1 e em 3025.1-g25.2, e perdas em 3¢26.31, 5q31.3,
5035.2, 8923.3, 9p21.3-p21.1, 9p13.3-p13.1, 14932.12, 19g13.11 e em
21922.2-9q22.3 (Anexo 5). O uso de diferentes plataformas para a anélise por
aCGH pelos diversos autores podem explicar essa discrepancia entre os

dados. A maioria dos trabalhos descritos utilizou plataformas contendo BACs
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(ISHIZUKA et al. 2002; ARAI et al. 2003; KIM et al. 2006; HIRASAKI et al.
2007; CARNEIRO et al. 2008) e somente um estudo fez uso de plataforma
de oligonucleotideos (SUGIMOTO et al. 2009). Plataformas de diferentes
tamanhos foram utilizadas, contendo desde 57 oncogenes (ISHIZUKA et al.
2002; ARAI et al. 2003), 287 clones (KIM et al. 2006), 32K (CARNEIRO et al.
2008), 96.768 clones (HIRASAKI et al. 2007) e até plataformas mais
representativas com 244K (SUGIMOTO et al. 2009) de sequéncia
genOmicas. Essa variabilidade certamente dificulta uma comparacao precisa
entre os dados apresentados pelos diversos relatos em literatura.

A andlise estatistica para verificar associacbes entre as alteracdes
detectadas por aCGH e variaveis clinico-patolégicas mostrou que apenas
ganhos em 11g13.3 estava significativamente associada a presenca de
invaséo linfatica (p=0,022). E possivel que o baixo nimero de casos de CEE
avaliados no presente estudo ndo permitiu a identificacdo de alteracdes em
regibes especificas que possam influenciar no desenvolvimento e
progresséao tumoral.

Adicionalmente, a comparacdo entre os perfis de alteragdes
genbmicas dos casos de CEE de acordo com as variaveis clinico-
patolégicas foi realizada neste estudo, para verificar a existéncia de
diferencas que possam influenciar no desenvolvimento e progressao
tumoral. De acordo com os dados obtidos, ndo foram observadas diferencas
entre os perfis de alteragbes de casos bem/moderadamente diferenciados e
pouco diferenciados/indiferenciados, sugerindo que a instabilidade

cromossOmica parece nao influenciar no grau histologico. Por outro lado,
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casos que apresentaram infiltragcdo tumoral atingindo a camada adventicia
apresentaram maior numero de alteracbes gendmicas, indicando que
tumores em estagios mais avancados de infiltracdo apresentam um perfil
gendmico mais instavel. Outro aspecto a ser observado é que casos com
infiltracdo tumoral até a camada muscular apresentaram predominio de
ganhos gendmicos; no entanto, ha uma inversao desse quadro em casos em
que houve infiltracdo da adventicia.

Foi observado um maior nimero total de alteracdes em casos que
ndo apresentaram invasdo venosa e linfatica. No entanto, no caso da
invasdo venosa, essa diferenca entre os perfis de alteracbes pode ser
explicada pelo nimero de casos avaliados, ja que apenas dois (11,1%)
casos apresentaram invaséo, e em 16 (88,9%) casos a invasao venosa néao
foi observada. Considerando a invasao linfatica, casos em que ndo houve
comprometimento linfatico (72,2%) foram mais frequientes do que aqueles
com invasdo linfatica (27,8%), porém a média de alteragBes/caso foi maior
no segundo grupo, indicando que tais casos apresentam um perfil de
alteracbes genbmicas mais instavel.

A comparacdo entre os perfis de alteracdes gendmicas de acordo
com comprometimento linfonodal, estadiamento e evolugdo da doenca
apresentou quadros semelhantes. Casos apresentando metastase
linfonodal, estadios mais avancados e morte por cancer apresentaram maior
instabilidade cromossdmica, caracterizado por um maior numero de

alteracdes e de média de alteracbes por caso.
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A analise comparativa entre os perfis de alteracdes detectadas por
aCGH, de acordo com fatores clinico-patolégicos, mostrou que casos que
apresentaram maior instabilidade cromossOomica mostraram  pior
comportamento tumoral, como nivel de infiltracdo tumoral mais profundo,
presenca de invasdo linfatica, comprometimento linfonodal, estadios mais
avancados e pior prognoéstico. Os mecanismos que levam a instabilidade
cromossémica ainda ndo estdo bem estabelecidos, mas h4 indicios de que
alteracbes em genes responsaveis pela manutencdo da integridade
gendmica como os envolvidos em reparos de DNA ou em checkpoints da
fase mitética da ciclo celular estejam atuando nesse processo (MARTIN et
al. 2010). Acredita-se que a instabilidade cromossémica promove o
desenvolvimento tumoral a medida que alteragcbes gendémicas surgem em
lesbes pré-malignas e, um perfil gendmico mais instavel leva ao acumulo de
mutacbes em genes supressores de tumor e oncogenes, aumentando o
potencial invasivo e metastatico do tumor (DOAK 2008; BURRELL et al.
2010; MARTIN et al. 2010). A associagdo entre maior instabilidade
cromossOmica e comportamento tumoral mais invasivo tem sido relatada em
outros tipos tumorais como em cancer no trato gastrointestinal (DOAK 2008)

e de mama (ROSCHKE et al. 2008; BURRELL et al. 2010; SMID et al. 2010).

5.3 CGHARRAY X HR-CGH

Foi realizada a comparacdo entre os resultados das analises por

aCGH e HR-CGH, nos casos em que ambas as técnicas foram utilizadas
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(nove casos). Para essa comparacao, os dados de aCGH foram gerados
utilizado dois diferentes thresholds, um mais restritivo de 6.0; e outro mais
abrangente, de 5.0.

Na primeira andlise, utilizando o threshold 6.0, o numero de
alteracdes detectadas por aCGH (113 alteragbes) foi consideravelmente
inferior ao identificado pela técnica de HR-CGH (409 alteracdes). No
entanto, as porcentagens de concordancia entre as alteragbes em regioes
minimas comuns identificadas por aCGH e por HR-CGH foi de 66,7% e de
77,7% para ganhos e perdas, respectivamente. A analise comparativa
utilizando dados de aCGH gerados utilizando threshold de 5.0 mostrou um
maior numero de alteracdes (233 alteracdes). No entanto, a porcentagem de
concordancia entre as alteracfes em regides minimas comuns foi de 35,3%
para ganhos e de 47% para perdas gendmicas, indicando que muitas das
alteracOes detectadas ndo foram consistentes com dados de HR-CGH.
Embora o nimero de alteracdes detectadas utilizando o threshold 6.0 seja
menor, tais dados sugerem que o uso de um threshold mais restritivo
permite uma deteccdo mais seletiva das alteracbes genbmicas, sendo os
resultados obtidos aparentemente mais confiaveis.

A analise comparativa entre os resultados das analises de aCGH e
HR-CGH nos nove casos pareados mostraram que muitas das alteracdes
gendmicas detectadas pela técnica de aCGH foram consistentes com as
regides identificadas pela técnica de HR-CGH. Adicionalmente, utilizando a
técnica de aCGH, foi possivel detectar alteracées menores que nao puderam

ser detectadas pelo método de CGH cromossémico. Isso pode ser devido a
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limitacdo da técnica de HR-CGH em detectar alteragcdes gendmicas em
menor resolugcdo (KALLIONIEMI et al. 1993; BRYNDORF et al. 1995;
INAZAWA et al. 2004), o que € superado pelo método de aCGH (SNIJDERS
et al. 2003; HUGHES et al. 2004; SHIH IE e WANG 2005; BEJJANI e
SHAFFER 2006).

O numero de alteracdes gendmicas detectadas pela técnica de HR-
CGH foi superior quando comparado ao encontrado por aCGH. Pela técnica
de HR-CGH, a andlise de alteracbes nas sequéncias de DNA é realizada
pela hibridag&o in situ fluorescente em que o DNA gendmico total isolado
das amostras testes e referéncia sdo submetidos a uma hibridagéo
competitiva em cromossomos metafasicos normais. Ou seja, por esta
metodologia, todo o genoma, incluindo regibes codificadoras e néo
codificadoras € alvo da hibridacdo para a deteccdo de ganhos e perdas no
DNA teste em comparacdo ao DNA referéncia. Por sua vez, pela técnica de
aCGH, plataformas contendo sequéncias de DNA conhecidas e previamente
selecionadas séo utilizadas como alvo para a hibridacdo competitiva entre os
DNA tumoral e o DNA controle, reduzindo a analise somente para tais
sequéncia. Dessa forma, a deteccao de regibes cromossémicas envolvidas
em altera¢cdes gendmicas por HR-CGH, mas que nao foram identificadas por
aCGH, podem ser devido a auséncia de tais regides na plataforma utilizada
pela segunda metodologia. Contudo, tal limitagdo poderia ser solucionada
utiizando uma plataforma com maior nimero de sequéncias a serem

avaliadas, j& disponiveis comercialmente.
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Por outro lado, pode-se também supor que muitas alteracdes
genOmicas tenham sido decorrentes do processo de amplificagdo das
amostras FFEP por métodos baseados em PCR, diferentemente das
amostras a fresco utilizadas por aCGH. Além disso, deve-se considerar que
subpopulacdes tumorais diferentes foram avaliadas pelos dois métodos
gerando perfis gendmicos distintos, uma vez que fragmentos de regides
distintas da peca cirargica foram retiradas para serem congeladas ou para
serem processadas em blocos de parafina. Entretanto, apesar das
discrepancias observadas, foi detectado um padrdo aceitavel de similaridade

entre as duas andlises para 0s mesmos tumores.

5.4 GENES DE INTERESSE

Neste estudo, foram identificados 727 genes mapeados em regides
minimas comuns mais freqientemente alteradas em casos de CEE,
detectadas por aCGH. Muitos desses genes estdo envolvidos em
importantes processos celulares, como regulacdo do ciclo celular e
apoptose, fatores de crescimento, adesdo celular, entre outros,
desempenhando um papel importante na tumorigénese e progressao
tumoral.

A amplificacdo de 11913 tem sido detectada em diversos tipos
tumorais, como cancer de cabeca e pescoco (FREIER et al. 2006; JIN et al.
2006; CLARK et al. 2009), de bexiga (ZAHARIEVA et al. 2003) e mama

(DANCAU et al. 2010). Em CEE, relatos de alteragdes envolvendo ganhos
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gendmicos detectados por aCGH em 11g13.2-q13.3 séo recorrentes em
literatura (ISHIZUKA et al. 2002; KIM et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007;
CARNEIRO et al. 2008). Ganhos nessa regiao também foram detectados por
HR-CGH no presente estudo, em concordancia com dados de literatura
previamente descritos (TADA et al. 2000; YEN et al. 2001; UENO et al. 2002;
NOGUCHI et al. 2003; SHIOMI et al. 2003; YEN et al. 2003; KWONG et al.
2004; WANG et al. 2006; SUGIMOTO et al. 2007; QIN et al. 2008), indicando
gue essa regido desempenha importante papel no desenvolvimento tumoral.
Adicionalmente, no presente estudo, foi verificada associacdo significativa
entre ganhos em 11q13.2 e presenca de invasdo linfatica, sugerindo que
genes mapeados nessa regido conferem um comportamento mais invasivo
ao tumor.

Dentre os genes mapeados nestas regides, encontram-se alguns
envolvidos com o controle do ciclo celular (CCND1), fatores de crescimento
(FGF19, FGF4, FGF3), receptor da via de sinalizacdo Wnt (LRP5) e adesé&o
celular (CTTN).

A perda da regulacao do ciclo celular € uma constante em neoplasias
malignas, devido a alteracdes relacionadas as proteinas associadas a
regulacdo do ciclo celular, como as ciclinas. As ciclinas ativam
periodicamente as moléculas de CDKs (do inglés, cyclin-dependent kinase),
formando complexos ciclina/CDK, que atuam em diferentes fases do ciclo
celular. A ciclina D1, codificada pelo gene CCND1, atua como um sensor
mitogénico, sendo um dos reguladores do ciclo celular mais freqiientemente

alterados em cancer. Essa proteina liga-se a moléculas de CDK4/6 e os




Discussao 116

complexos formados sdo necessarios para o inicio da fase G1 (MURRAY
2004). Acredita-se que a ciclina D1 esteja envolvida na fosforilagcdo e
inativacdo de pRb (proteina retinoblastoma), o que causa a liberacdo de
fatores de transcricdo da familia E2F do complexo com pRb, permitindo a
transcricdo de genes necessarios para a fase S, como a ciclina E e A (FU et
al. 2004; DESHPANDE et al. 2005). Desse modo, alteragbes nesse
mecanismo podem levar a proliferacdo descontrolada das células (MURRAY
2004; DESHPANDE et al. 2005).

E freqliente o aumento da expressdo de ciclina D1 em varios tipos
tumorais, o que pode ser atribuido a varios mecanismos como alteracdes
gendmicas, regulacdo pos-transcricional e estabilizacdo protéica pos-
traducional (KIM e DIEHL 2009). A ocorréncia de ganhos gendmicos na
regidao envolvendo o gene CCND1 tem sido freqlientemente descrita por
outros autores em analises por aCGH (ISHIZUKA et al. 2002; KIM et al.
2006; HIRASAKI et al. 2007; CARNEIRO et al. 2008), indicando que tal gene
desempenha um importante papel no desenvolvimento tumoral. Varios
estudos relatam a presenca de amplificacdo de CCND1 e aumento da
expressdo protéica em CEE (NAKAGAWA et al. 1995; SHINOZAKI et al.
1996; TAKEUCHI et al. 1997; MORGAN et al. 1999; SARBIA et al. 1999;
2001; GUNER et al. 2003; LIN et al. 2004; WU et al. 2004). Além disso,
outros autores descreveram associa¢des com pior prognostico (TAKEUCHI
et al. 1997; 2001) e metastase linfonodal (SARBIA et al. 1999).

Na regido 11g13.3, encontram-se mapeados trés genes da familia de

fatores de crescimento do fibroblasto FGF19, FGF4, FGF3 (do inglés,
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fibroblast growth factor). Corroborando os dados aqui apresentados, ganhos
gendmicos envolvendo os genes FGF3 e FGF4 em CEE foram relatados por
alguns autores em estudos prévios (ISHIZUKA et al. 2002; ARAI et al. 2003;
HIRASAKI et al. 2007; CARNEIRO et al. 2008). Para 0 nosso conhecimento,
ndo ha relatos sobre alteragbes envolvendo o gene FGF19 em CEE.
Entretanto, a analise de expressao das proteinas codificadas por tais genes
tem sido descrita em alguns tumores como FGF3 em carcinoma
hepatocelular (HU et al. 2007) e carcinoma de pulméo (TAIl et al. 2006),
FGF4 em sarcoma de Kaposi (KIURU-KUHLEFELT et al. 2000) e FGF19 em
carcinoma colorretal (PAlI et al. 2008). Em CEE, existem relatos de
ocorréncia de co-amplificacdo de FGF3 e FGF4 (TSUDA et al. 1989), co-
amplificacdo de CCND1 e FGF3 (SHIMADA et al. 1997) e amplificacédo
somente de FGF3 (IKEDA et al. 1996; SUZUKI et al. 1997).

A familia FGF é composta por 22 membros (FGF1-14, FGF16-23),
responsaveis pela codificacdo de proteinas que atuam na sinalizacdo de
processos como proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia
celular (POWERS et al. 2000; GROSE e DICKSON 2005). Essas proteinas
sinalizam através de receptores tirosina-quinase, sendo conhecidos até o
momento FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4 (do inglés, fibroblast growth
factor receptor). A transducao do sinal de FGF pode ocorrer pelas vias de
sinalizagdo PI3K-AKT, Ras-MAPK e PLCy (KATOH 2006; TURNER e
GROSE 2010). H& indicios de que a cascata de sinalizacdo RAS-MAPK
esteja envolvida em crescimento e diferenciacao celular e a via PI3K-AKT,

em sobrevivéncia celular (KATOH 2006). Adicionalmente, acredita-se que a
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via de sinalizacdo FGF dependente de PI3K-AKT interfere na via de
sinalizacdo Wnt (KATOH 2007).

A perda da regulagdo da via de sinalizagdo Wnt € considerada um
importante evento que pode levar ao desencadeamento do inicio e
progressdo de diversos tumores, pela alteracdo de processos como
proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e adesdo celular, além de
polaridade e migracéo celular e metastase (KATOH 2006; LAI et al. 2009). A
transducado de sinais pela via Wnt pode ocorrer pela via candnica ou pela via
ndo-candnica, sendo que a primeira, também conhecida como via Wnt/j-
catenina, é a mais estudada (LAl et al. 2009). Resumidamente, essa via €
ativada quando um ligante Wnt liga-se ao receptor transmembréanico Frizzled
e ao seu co-receptor LRP6 ou LRP5 (do inglés, low-density-lipoprotein
receptor related protein). A formagéo do complexo Wnt-Frizzled-LRP6/5 leva
ao recrutamento da proteina Dishevelled (Dvl), resultando na fosforilagdo de
LRP6/5 e no recrutamento do complexo axina aos receptores. O complexo
LRP6/5-axina induz a inibicdo da fosforilagdo de B-catenina, liberando-a de
seu acoplamento a GSK3B. Na auséncia da sinalizacao da via candnica, a [3-
catenina encontra-se acoplada e fosforilada por GSK3, sinalizando para
ubiquitinacdo e posterior degradacao por proteossomos. O desacoplamento
de B-catenina de seu complexo com GSK3p leva a estabilizacdo de [3-
catenina, que se acumula no ndcleo, onde se acopla aos fatores de
transcricdo TCF/LEF (do inglés, T-cell factor/lymphoid enhancer factor),

ativando a expressao de genes alvos da via de sinalizacdo Wnt, como
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FGF18, FGF20, MYC e CCND1 (KATOH 2006; KATOH 2007; LAI et al.
2009; MACDONALD et al. 2009).

A perda da regulagéo da via de sinalizagcao Wnt tem sido estudada em
diversos tipos tumorais, incluindo o carcinoma de mama (HOWE e BROWN
2004; GEBESHUBER et al. 2007; ZARDAWI et al. 2009), de cabeca e
pescogo (DIAZ PRADO et al. 2009; MOLINOLO et al. 2009), hepatocelular
(TAKIGAWA e BROWN 2008), de pulméao (YAGUI-BELTRAN e JABLONS
2009), gastrico (KOLLIGS et al. 2002; WU et al. 2010) e es6fago (DENG et
al. 2007; SALAHSHOR et al. 2008).

No presente estudo, genes responsaveis pela codificacdo de alguns
componentes da via de sinalizacdo Wnt foram identificados em regides
envolvidas em alteragbes gendomicas detectadas por aCGH. O gene
codificador do co-receptor LRP5 encontra-se mapeado em 11g13.2,
envolvida em ganho gendmico detectado tanto por aCGH quanto por HR-
CGH. O gene DVL3, responsével pela codificacdo da proteina Dishvelled 3,
foi identificado na regido 3g27.1 envolvida em ganho gendmico neste
estudo. O gene CCND1, considerado um dos genes alvo da via de
sinalizacdo Wnt, encontra-se mapeado em 11g13.2, como mencionado
anteriormente. Com excecdo de CCND1, nao temos conhecimento de
alteracdes envolvendo os genes LRP5 e DVL3 em CEE.

A presenca de metastase linfonodal e infiltracdo de 6rgaos adjacentes
tem sido considerada como um importante fator que influencia na falha ao
tratamento aplicado a casos de CEE (KUWANO et al. 2003; ROSAI 2004;

RIZK et al. 2006; ZHANG et al. 2010). Por essa razdo, as moléculas de




Discussao 120

adesao tem sido alvo de crescente interesse, uma vez que a cascata de
eventos que podem levar ao desenvolvimento de metastases inicia-se com a
perda da regulacdo na interacdo entre adesao célula-célula e célula-matriz,
permitindo o destacamento das células neoplasicas de seus sitios tumorais
primarios (NAIR et al. 2005; LEBER e EFFERTH 2009).

Alteracbes nas propriedades de adesdo celular e degradacdo da
matriz extracelular sdo necessarias para a motilidade e migracdo celular
através dos tecidos e, consequentemente, para invasdo tumoral e
desenvolvimento de metastases (AMMER e WEED 2008). Os processos de
migracao celular e invasao requerem a regulacao do citoesqueleto de actina
cortical, utilizando uma rede de proteinas sinalizadoras que coordena
mudancas na arquitetura da actina (AMMER e WEED 2008).

A cortactina tem sido relatada como componente de estruturas
celulares envolvidas em motilidade celular, como protusdes da membrana
celular baseadas em actina como lamelapodio, filapodio, podossomos e
invadopodia (DALY 2004; AMMER e WEED 2008). Essa proteina é ativada
por fosforilagdo por tirosina e serina/treonina quinases, em resposta a
estimulos extracelulares, como os induzidos por Src mediados por fatores de
crescimento (WEED e PARSONS 2001; AMMER e WEED 2008). Quando
inativa, a cortactina encontra-se dispersa no citoplasma, mas apdés sua
fosforilacdo, essa proteina liga-se e ativa o complexo de proteina Arp2/3 (do
inglés, actin-related protein 2/3), estabilizando-o em filamentos de actina (F-
actin) pré-existentes e induzindo a formacao de um sitio de nucleacédo para a

producdo de novos filamentos. Dessa forma, cortactina € capaz de
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influenciar diretamente a polimerizacdo de actina, agindo como um fator
promotor de nucleacdo (NPF - do inglés, nucleation promoting factor) para
Arp2/3 (WEAVER et al. 2001; WEED e PARSONS 2001; DALY 2004,
WEAVER 2008).

A cortactina é codificada pelo gene CTTN, que estd mapeado no
amplicon 11913 e encontra-se amplificado em tumores como em mama e
em cabeca e pescogo (WEAVER 2008). Em CEE, concordando com o0s
dados aqui apresentados, ganhos genémicos envolvendo o gene CTTN ja
foram descritos por varios autores (ISHIZUKA et al. 2002; ARAI et al. 2003;
KIM et al. 2006; HIRASAKI et al. 2007).

O aumento de expressao da proteina é freqiientemente relatado em
varios tumores como em cancer gastrico (WANG et al. 2010), colorretal
(HIRAKAWA et al. 2009; CAI et al. 2010), de mama (DEDES et al. 2010) e
de cabeca e pescogo (CLARK et al. 2009; YAMADA et al. 2010) e sua
expressao parece conferir um potencial metastatico aos tumores (WEED e
PARSONS 2001). Estudos prévios tém relatado aumento da expresséo de
cortactina em CEE, indicando associagdo entre a expressao dessa proteina
e pior progndstico (HSU et al. 2008; HSU et al. 2009). Em analise utilizando
RNAI, LUO et al. (2006) mostrou que auséncia de expressao de CTTN
diminui o crescimento tumoral e a capacidade metastatica (LUO et al. 2006;
LUO e WANG 2007).

A manutencao da arquitetura epitelial ocorre pela acado conjunta das
tight junctions, das jung¢des aderentes e dos desmossomos. A adeséao celular

entre ceélulas adjacentes é mantida pelas juncdes aderentes e 0s
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desmossomos, pela acdo de proteinas como E-caderina, desmocolina e
desmogleina (NAIR et al. 2005; CHIDGEY e DAWSON 2007; LIONI et al.
2007). Genes responsaveis pela codificagdo de tais proteinas encontram-se
mapeados no cromossomo 18, em regides envolvidas em perdas gendmicas
detectadas no presente estudo.

Membros do grupo das caderinas CDH2 (18g12.1), CDH7, CDH19 e
CDH20 (18g22-g23) foram identificadas no presente estudo, envolvidas em
perdas gendmicas. As caderinas sdo glicoproteinas de adesao célula-célula
calcio-dependentes, que desempenham papel na formacdo e manutencao
tecidual durante o desenvolvimento embrionario e na manutencdo de
arquitetura e funcdo de tecidos adultos (OKEGAWA et al. 2004,
CHRISTIANSEN e RAJASEKARAN 2006). Alteracdes em suas funcdes tem
sido associadas a progresséao tumoral (OKEGAWA et al. 2004).

Existem poucos dados em literatura sobre CDH2 (N-caderina), CDH7
(caderina-7), CDH19 (caderina-19) e CDH20 (caderina-20) e cancer. Em
estudo realizado em camundongos e em linhagens celulares de melanoma e
de melandcitos humanos, foi relatado que a caderina-20 atua apenas
durante a embriogénese e, a expressdo de caderina-7 e N-caderina estao
envolvidas na oncogénese (MOORE et al. 2004). Ha evidéncias de que
ocorre aumento da expressdo de N-caderina em células tumorais,
aumentando sua afinidade com células estromais, aumentando a migracao
celular (LEBER e EFFERTH 2009). Dentre tais genes, apenas a proteina N-
caderina, codificada pelo gene CDH2, tem sido avaliada em CEE. Porém,

inversamente ao encontrado neste estudo, Li et al. (2009) mostraram que o
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aumento na expressdo de N-caderina estd associado a invasdo e
diferenciacéo celular e metastase linfonodal (LI et al. 2009).

Embora as alteragcbes envolvendo perdas em regides onde estao
mapeados os genes CDH2, CDH7, CDH19 e CDH20 tenham sido
detectadas tanto por HR-CGH e por acGH no presente estudo, os dados
resultantes do presente trabalho ndo forneceram informacdes que possam
ajudar na elucidacdo do papel das caderinas aqui identificadas em CEE.
Devido a baixa freqiéncia em que foram detectadas as alteragbes
envolvendo os genes da familia das caderinas, analises adicionais incluindo
um maior nimero de casos sao necessarias para avaliar a importancia de
tais genes em CEE.

Os desmossomos sao complexas juncdes intercelulares que atuam na
adesao celular, desempenhando importante funcdo na manutencdo da
arquitetura tecidual (CHIDGEY 2002). Essas junc¢des sdo constituidas por
proteinas pertencentes a trés familias de genes, as caderinas
desmossomais, armadillo e plaquinas (CHIDGEY e DAWSON 2007). As
caderinas desmossomais, conhecidos como desmogleina e desmocolina,
sdo moléculas de adesdo Ca®’-dependentes, responsaveis pela estrutura
transmembréanica do desmossomo (GARROD e CHIDGEY 2008). A familia
das caderinas demossomais consiste de trés desmocolinas (DSC1, DSC2 e
DSC3) e quatro desmogleinas (DSG1, DSG2, DSG3 e DSG4)(DUSEK et al.
2007). Cada estrutura desmossomal apresenta, pelo menos, um
representante de cada proteina (CHIDGEY e DAWSON 2007). Ha indicios

de que a perda de expressdo de desmocolinas e desmogleinas leva a
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liberagcdo de B-catenina das juncdes aderentes, causando um aumento da
sinalizacao pela via Wnt/ 3-catenina (CHIDGEY e DAWSON 2007).

A perda de sequéncias do cromossomo 18, onde encontra-se
mapeado o cluster dos genes DSC e DSG tem sido relatada em céncer de
es6fago e cabeca e pescoco (CHIDGEY 2002). Neste estudo, em
concordancia com tais dados, foram detectadas perdas gendmicas em
18g12.1, envolvendo todos os genes responsaveis pela codificacdo das
desmogleinas e desmocolinas. A expressdo de desmogleina tem sido
avaliada em CEE (PITTELLA et al. 2001) e a perda de expressao protéica de
desmogleina-1 pode ser um potencial marcador preditivo de metastase
linfonodal e de outros 6rgdos (NATSUGOE et al. 1994; NAKANO et al. 1998;
NAKASHIMA et al. 2002).

O CEE é conhecido por seu comportamento agressivo, e apesar do
desenvolvimento dos diversos tipos de terapia e cirurgia, ainda observa-se
uma alta taxa de mortalidade apés tratamento cirdrgico (FUJITA et al. 1995;
NAKAGAWA et al. 2004; TACHIBANA et al. 2005). Portanto, é importante
conhecer as caracteristicas moleculares dos tumores, identificando
marcadores que possam auxiliar na escolha do melhor tratamento além de
permitir o desenvolvimento de terapias-alvo moleculares, que sejam mais
efetivas em CEE.

A analise por HR-CGH e por aCGH ¢é considerada uma importante
ferramenta para deteccdo de alteracbes envolvidas em ganhos e perdas
genbmicas. Para 0 nosso conhecimento, no Brasil, ndo ha um estudo

descrevendo alteracdes gendmicas em CEE por CGH cromossémico e CGH
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array e, consequentemente, ndo ha relatos sobre a associacdo de tais
alteracbes com processos envolvidos no desenvolvimento e progressao
tumoral em CEE de pacientes brasileiros. Alteracées gendmicas recorrentes
foram identificadas no presente trabalho, concordando com dados relatados
por estudos prévios. Além disso, varias alteracbes foram descritas como
recorrentes entre as amostras, sugerindo seu envolvimento em CEE.
Algumas das alteracdes aqui descritas, associadas a fatores clinico-
patolégicos, estdo em concordancia com dados em literatura, indicando que
tais regides desempenham fun¢des importantes na tumorigénese em CEE.
Além disso, a identificacdo de tais alteracbes pode ser considerada um
ponto de partida para a identificacdo de possiveis genes de interesse, que
possam desempenhar importante fungdo no desenvolvimento e progresséo
tumoral. Além disso, tais andlises poderiam contribuir com dados em
literatura e auxiliar na identificacdo de possiveis fatores indicadores de
progndstico, os quais poderiam ser utilizados para escolha da melhor
conduta terapéutica em casos de CEE em nosso pais.

A partir dos dados aqui apresentados, estudos futuros envolvendo
analise de expressao génica e protéica em uma casuistica maior deverao
ser realizados para confirmar os achados e contribuir para a determinacéo
de fatores progndsticos que possam estar atuando do desenvolvimento e
progressdo dos CEE e assim, ajudar na escolha do melhor alternativa

terapéutica nestes tumores.
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6 CONCLUSOES

No presente estudo, foram identificadas alteragbes do numero de
copias do DNA em todos os casos de CEE avaliados, utilizando as técnicas
de HR-CGH e CGH array, sendo que muitas de tais alteracdes estdo de
acordo com dados ja descritos em literatura.

1) AssociagOes entre algumas alteragcdes gendmicas detectadas por

HR-CGH e aCGH e variaveis clinico-patolégicas foram identificadas:

o HR-CGH:

- Maior frequéncia de perdas em 13931 em casos com comprometimento
linfonodal;

- Ganhos em 1g22-923 e em 6921 e perdas em 19g13.1 e em 19g13.2 foram

mais frequentes em tumores mais diferenciados;

] aCGH: apenas ganhos em 11g13.2 mostrou associagao significativa
com invasdo linfatica, sendo mais freqlientes em casos que apresentaram a
invasao.

Tais dados sugerem que genes mapeados nestas regidbes podem estar
envolvidos em eventos mais tardios durante a progressdao tumoral e
conferindo maior agressividade a esses tumores. Aproximadamente 730
genes mapeiam-se nas regides que estavam envolvidos em alteracOes
genbmicas detectadas por aCGH. Dentre eles, encontram-se genes

envolvidos em diversos processos como adesdo celular, proliferacdo e




Conclusdes 128

diferenciacéo celular, além de oncogenes, supressores de tumor e fatores de
transcrigcao.

2) A comparacao do perfil de alteracdes gendmicas detectadas por
aCGH em casos de CEE, de acordo com variaveis clinico-patologicas
mostrou que a presenca de maior numero de alteragdes foi mais freqiente
em casos com comportamento mais invasivo, sugerindo que padroes
gendmicos mais complexos conferem um potencial mais invasivo aos
tumores.

3) Na comparacédo entre os dados resultantes das analises por HR-
CGH e por aCGH, a porcentagem de concordancia entre as alteracoes
detectadas por ambas as metodologias foi maior quando o valor de threshold
6.0 foi utilizado, indicando que o uso de um valor mais restritivo permite uma
deteccdo mais seletiva das alteragbes gendmicas. Embora as duas
metodologias apresentem diferengas consideraveis, foi observada a
presenca de alteragcbes gendmicas comuns que podem ser consideradas

como relevantes ao processo tumoral de esofago.
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Anexo 1 — Relacdo dos dados clinico-patologicos dos 30 casos de CEE avaliados nesse estudo.

1 Erechim ok ok M 60 4x2,7 G3 Muscular NO NO Livres N&o T2NOMO 2A Vi s/ Do
2 Erechim ok ok M 60 2,6 G3 Adventicia Presente Presente Livres Sim T3N1MO 3 Vi s/ Do
3 Erechim ok M 46 G3 Vic/ Ca
4 A.C.Camargo ok ok M 51 3,8x2x0,7 G3 Muscular NO NO Livres N&o T2NOMO 2A Vi s/ Do
5 A.C.Camargo ok ok M 66 2,2 G3 Adventicia NO NO Livres Sim T3N1MO 3 MoCa
6 A.C. Camargo ok F 66 3,3x25x0,2 G3 Muscular NO NO Livres N&o T2NOMO 2A Vis/ Do
7 A.C.Camargo ok ok M 56 48x4,1x1,0 G2 Adventicia Presente Presente Livres Sim T3N1MO 3 MoCa
8 A.C.Camargo ok ok F 46 5x35x35 G2 Adventicia  NO Presente Livres Sim T3NOM1 4 MoCa
9 A.C.Camargo ok ok M 54 3x2x15 G3 Adventicia NO NO Livres Sim T3N1Mla 4A MoCa
10 A.C.Camargo ok M 53 6x3,5 G2 Adventicia NO NO Livres N&o T4NOMO 3 MoCa
11 A.C.Camargo ok F 54 4 G2 Muscular NO NO Livres N&o T2NOMO 2A Vi s/ Do
12 Erechim ok ok M 51 6x4 G2 Adventicia NO NO Livres N&o T3NOmMO 2A Vi s/ Do
13 Erechim ok M 55 5x4,5 G3 Adventicia Presente NO Livres Sim T4AN1IM1 4 MoCa
14 Erechim ok M 57 4 Gl Adventicia NO NO Livres Sim T3N1M1 4A Vi s/ Do
15 A.C.Camargo ok ok F 60 4,5 G2 Muscular NO NO Livres Sim T2N1MO 2B MoCa
16 A.C.Camargo ok M 60 7 G3 Muscular NO Presente Livres Sim T2N1M1 4 MoCa
18 A.C.Camargo ok F 62 2x1,3x4 G3 Lamina NO NO Livres N&o TINOMO 1 Vi s/ Do
19 A.C.Camargo ok F 66 15 G2 Lamina NO NO Livres N&o TINOMO 1 Vis/ Do
20 A.C.Camargo ok F 60 2x1,8 Gl Muscular NO Presente Livres Sim T2N1MO 4 Vic/ Ca
22 AC Camargo ok M 74 3 G3 Adventicia NO NO Livres N&o T3NOMO 2A Vic/ Ca
28 AC Camargo ok M 67 7,5 G3 Adventicia NO NO Livres Sim TAN1Mx 3 MoCa
29 AC Camargo ok M 55 52 G2 Adventicia NO NO Livres N&o T3NOMO 2A MoCa
34 AC Camargo ok M 59 4,5 G3 Adventicia NO NO Livres N&o T3NOMO 2A MoCa
38 Erechim ok M 64 G2 Adventicia Sim NO Livres Sim T3N1MO 3 Vi

39 Erechim ok M 68 25x1,0 G2 Lamina NO NO Livres N&o T1NOMO 1 Vi s/ Do
40 Erechim ok M 52 G2 Muscular NO NO Livres N&o T2NOMO 2A Vi

42 Erechim ok M 60 4,5 G2 Muscular NO NO Livres N&o T2NO 2A Vi

43 Erechim ok M 68 2,7 G2 Adventicia Sim Livres Sim T3N1Mx 3 Vi
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44 AC Camargo ok F 49 6.0 G2 Muscular NO NO Livres N&o T2NOMO 2 Vi s/ Do

46 AC Camargo ok M 52 3.0 G2* Muscular NO NO Livres Sim T2N1M1 4 Vi s/ Do
GN: género; T: tamanho do tumor; GHist: grau histolégico; Inv Vasc: invasao vascular; Inv Linf: invasao linfatica; Meta LN: metastase linfonodal; NO: ndo observado.
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Anexo 2 - Regibes envolvidas em ganhos e perdas gendmicas em cada um
dos 21 casos de CEE avaliados, detectados por HR-CGH.

No.
CASO alteragoes PERDAS GENOMICAS GANHOS GENOMICOS
ESOPS8 40 1p22 1p21; 1921-923
2pl11.2-p12; 2p13; 2911.2-g21
3pl4-p21; 3p24-p26; 3926.3-929
4p15.1-p15.3 4p12-pl3; 4927-928
5023; 5934 5pl11.2
6p22-p25; 60g21-922; 6923-924
7p14-pl5; 7p15-p21; 7922-931
8p23
9p21-p23 9921
10921; 10g24-925
11912
12g923-g24.1 12p11.2-p12; 12p13
14924-932
16pl2; 16g21-g24
18g12; 18923
19p13.1-p13.3; 19913.2-913.3
20p11.2-p12
22911.2-g13
Xpll.2-p11.4; Xp22.3
Ygl1.2
ESOP13 36 1p31; 1921; 1924-925; 1g41-g42 1944
2p24 2pl1.2; 237
3p23-p21
4927-928
5012-q13
6p24-p25; 6026-q27
7931-932; 7933-936
8p23; 8924.3
9p13-p21
11923-g24
12923-g24.3 12913-q14
13912-g13; 13914-g22; 13931-932
15913-q15; 15921; 15922-926
16p12-p13.3; 16921-q24
17921-924; 17925
18923
19913.3
20p11.2
21911.2-g22
22913
Xq21-922
ESOP14 35 1g41 1922-923
2p22-p24 2p11.2
3p12; 3927
4p15.3 4q27-928
6022-924 6p23-p25
7931; 7934-q36
9p21 9p12; 9p23-9p24

10p11.2; 10p15
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11922-923; 11923-925
12923

13921-q22

14924-q32

15023-926

16p12

17922

18p11.2-p11.3
19913.1-q13.2; 19913.3-q13.4
20p11.2-p12; 20911.2-912;
20913.1-q13.2

21921; 21922
220911.2-q13

11p11.2-p12

ESOP15

52

1p31-p33; 1924-931; 1932-942
2p14-p22; 2921, 2931-933; 2935-
q36

3p12-pl3; 39q13.2-924
4p15.1-p15.3; 4912-921; 4922-924,
40932

5021-934

7p12-pl5; 7p15-p21; 7922; 7931
8023-924

9p13-p22; 9921, 9922-q31
10p12

11914-923

12p12-p13; 12912-q13; 12q14-924
13g12-g33

14922-924

15q14-924

16pl12; 16q912.2-913; 16922-q24
17912-9g21; 17921-q22
18p11.2-p11.3; 18911.2-g21;
18922-923

19913.1-913.3

20p11.2-p12

22911.2-g13
Xq21-g24

2q37
3p25-p26

4pl6
5p15.3
6p25; 6026-q27

8p22-p23

11p15

17p13; 17925

21q22

Xp22.2-p22.3

ESOP43

49

1p31-p36.3; 1941-1944

2p21-2p25; 2q36; 2q37(ter)
3p24-3p23; 3929(ter)
4p15.3-4p16; 4934-q35(ter)
5023-g31; 5932-934

6pl2; 6p22-6p25; 6022-6023;
6g27(ter)

7p21; 7p21-p22; 7934-7q36
8p11.2-pl2; 8p21-p23; 8923-
g24.3(ter)

9p12-9p22; 9933-q34(ter)
10924-926

11qg24-qg25(ter)
12q25-q24.3(ter)
14911.2-g22; 14931-q32

1921-1923; 1931-932
2p11.2-p12; 2911.2-1q13; 2q14.1-
qg21

3p12-3pl4; 3p21; 3913.2-913.3
4921-928

5p12-p13

6012-g21
7pl11.2-p13; 7911.2-q31

8022-g23

10pl11.2-p12; 10g22-g23
11p11.2; 11g12-9q13
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16p11.2; 16p12-p13.3; 16912.1-
gq13; 16921-923

17p11.2-p12; 17p13; 17911.2-g21;
17924-q25(ter)

18pl11.2-p11.3; 18911.2-q12;
18q22-q23(ter)

19p13.1-p13.3; 19913.1-q13.4(ter)
20p11.2-p12

21g21-g22(ter)

1p13-p21; 1p31; 1921; 1925-9g41,

ESOP9 28 1g42-944
2p11.2-2p16; 2p21-p23
3pl4-p21
4p16; 4932-933
5911.2-q12 5031-932; 5934; 5935(ter)
6p12-p21.1; 6p22-p23; 6924-925
7p15-7p21; 7932936
9p12-p22
10922 10p13-p14; 10923-925
13921-gq32
15¢13-g15
16p13.2-p13.3
17pl11.2
19p13.1
20p11.2-p13
Xg23 Xq27-q28(ter)
Ypll.2-p11.3
ESOP7 39 1g42-q44
2p21-p24; 2913-921; 2931-932 2036-937
3pl12-pl4; 3913.1-913.3; 3923-926 3pl4-p21; 3p22-p24
4p12-p13; 4p15-p16; 4912-q13
5p13-pl4
6p21.1-p21.2; 6p21.3; 6p23-6p25
8p12 8pl12-p21
9p21-p22; 9922-934; 9q34(ter) 9p23-p24; 9921-q22
10p11.2; 10923
11912-q13; 11913-914; 11925
1322 13g31-g34(ter)
14913-g21 14924-931; 14932(ter)
17p13
18p11.2-p11.3; 18g11.2-q12 18912-g21
19913.1-g13.2
20q12-9q13.2
21qg22(ter)
22q11.2-q12; 22913
Xpll.2-p11.3; Xq21-g22
ESOP6 a7 1p13-p33; 1g31; 1g41-q44(ter)

2p16-p23; 2q14.3-921; 2932-934
30g13.3

4p13-pl15.3; 4931.2-932
5p13-pl4; 5q35(ter)

6016-921

7pl13-pl4; 7p21-p22; 7911.2-922;
7022-936

8pll1.2-p12

2011.2-q13; 2922
3pl4-p21; 39q23-924

6p21.1-p21.3

8023-924.3
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9p13-p23

11p12-p15; 11922-923
12p12; 12924-q24.3
13921

14922-q24

15q12-q14; 15922-q23
16p11.2-p12; 16922-924
17pl12; 17q11.2-921; 17924-925;
17g25(ter)
18p11.2-p11.3

19p13.1

20p11.2; 20p12; 20913.2

Xpl11.3-p11.4; Xq23-q24

9913-g21; 9933-q34
10925-926
11912-q13

13912; 13933-934

19913.4(ter)
22913

Yp11.2-p11.1

ESOP5

57

1p22-p31; 1p32-p34.1; 1p35-p36.2
2p14-p25; 2935-936; 2937

4p12-p16; 4931.1-931.3
5p12-p15.2; 5921-922; 5931-933;
5034-g35(ter)

6p12-p22; 6p22-p25

7p15; 7p21; 7922-936
8pl1.2-p22; 8p23; 8911.2-q24.3(ter)
9p21-p23; 9922-q31

10p13-p14; 10911.2-g21; 10922,
10924-925

11p11.2-p13; 11922

12p12; 12q15-q24.3(ter)
13g12-g31

14913-923; 14931-q32
15g14-926

16p12-p13.2; 16022-g24(ter)
17p13; 17912-923; 17925
18p11.2-p11.3; 18911.2-q12;
18q23(ter)

19p13.1-p13.3; 19913.1-g13.3
20p12; 20g11.2-gq13.1
21921-922

22911.2-g13

Xpll.2-p21; Xq22-924
Ypl1l.1-g11.1

2pll.2; 2q11.2-2912; 2922
3p12-pl3; 3pl4; 3p21; 39q12-9q13.3

7921
9p12-p13; 9g21; 9g34(ter)
11p15; 11912-913

12p11.2; 12p13
13qg34(ter)

ESOP42

48

1p31-p32; 1941

2p22-2p24; 2922-2q24; 2933-
g37(ter)

3p14-3p21; 3921-3922; 3927-
3g29(ter)

4p15.3; 4935(ter)

6p21.1-6p21.2; 6p22-6p25
7p14-7pl5; 7p21-7p22; 7q32-
g36(ter)

8021.1; 8922-g24.3(ter)

9p12-p22; 9921-g22; 99q31-g34(ter)

1922-g31,; 1932
2p12-2p16
3p25; 3913.1-q13.3

4013-912; 4913-925; 4927-932
5p12-5p13; 5p15.1-5p15.2; 50922-923

7921
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10g26(ter) 10p11.2-p12; 10g21-gq24
11p13-p14; 11p14-p15; 11913-q14 11912
12p11.2-p12; 12p12-p13; 12915-
gq24.3
14922-q32(ter)
15q912-q13; 15q15-q21
16p12-p13.3; 16921
17911.2-912; 17922-g25(ter) 17p12-p13
18p11.2-p11.3; 18911.2-912;
18g22-g23(ter)
19p13.1-p13.3; 19013.1-913.2;
19g13.4(ter)
20p11.2-p13; 20q11.2-q13.3(ter)
22q13(ter), 22p21-p22.2 220912-q13
Xp21-p22.1
Ypll.1-g11.1; Ypl11.2-p11.3
1p13; 1p31-p36.3; 1932-g41; 1943-
ESOP40 59 g44 1921-g23
2p21-p24; 2922-924; 29q31-932;
2g37(ter) 2pl11.2-p12; 2p13
3p12-pl4; 3p22-p26; 39q22-923,;
3024; 3928-g29(ter)
4p15.3-p16 4p11-pl3; 4pl4-pl15.1; 4912-926
5g35(ter) 5p12-p15.3; 5q11.2-q12
6p21.3-6p22; 60q12-q13; 6q14-q16;
6p23-p25; 6924-926 6022
7p21-p22; 7936(ter) 7pl2; 7921-922; 7931-q35
8p22-p23; 8923-q24 8913-8g21.1
9p12-p24 9921-922; 9934
10g21; 10g25-q26(ter) 10p12-10p13
11g23-g25(ter) 11p11.2-p12; 11p14; 11ql12-q14
12p12; 12p12-p13; 12p13; 12924.1-
g24.3(ter) 12912-q13
13g21-q22
14q11.2-g24
15g12-q14; 15925 15¢g21-g22
16p12-p13.2; 160921-922; 16923-
g24(ter)
17p12-p13 17924-925
18p11.2-p11.3; 18g22-q23(ter)
19p13.1-p13.9; 19g13.1-q13.4
20p11.2; 20p12-p13; 20g11.2-q12
Xpl1l1l.2-p22.3
Ypll.1-g11.1; Ypll.3
ESOP4 32 1p31; 1932-g41; 1g43-q44(ter) 1921-g23
2pl6-p24; 2932; 2936-937(ter)
3pl12; 3p24; 3g29(ter) 3p21
4p15.3
5g35(ter) 5p15.3
6024-927

7935-936(ter)

9p21-p24; 9921-922; 9922-931;
9933-934

10q26(ter)

10p11.2-p13; 10g22-g23
11p14
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12921-922; 12923-924
13921-q22
14911.2-921; 14931-932
15q14; 15923-925

18p11.2-p11.3; 18922-g23
20p12

21g11.2-g21; 21921-g22
22q13(ter)

Xg21-g25; Xg26-q27; Xq28(ter)

16921
17p11.2

ESOP2 44 1932-g41 1p12-p13; 1p34.1-p34.2; 1921-g31
2932 2p23-p25; 2p11.2; 2022-q24
3025-g25.1 3p22-p24; 3p21

4p13; 4p16; 4913; 4928
5034-g35
6024-925 6p21.3; 6p25
7p12-pl3; 7p14-pl5; 7935-936
7921-922
8q24.3(ter) 8p23; 8g11.2-q13
9p24; 9p12
10925
11922; 11923-925 11p11.2; 11p14; 11912-q13
12923-g24.1 12p11.2-p12; 12p13
13922
14922-q24
16p13.1-p13.2
17pl12
18p11.2-p11.3; 18911.2-q12
19913.1
22913
Xg21-925; Xq26-q27 Xpl11l.2-p22.3
Ypll.2-p11.3
1p13; 1p21-p22; 1p31; 1921-923,;
ESOP12 61 1p32-p34.3 1932

2p22-p25; 2932-934; 29q35-937
3p12; 3921-922; 3928-929
4p15.1-pl6; 4931.1-932; 4935
5p14-p15.3; 5¢q11.2-q12

7p21-p22

8p21-p22; 8g24.3(ter)
9p12-p21; 9921-q34
10p12; 10g24-925

11p14-p15; 11923-q24
12921-922; 12923-q24.3

13q21-922
14q13-921
15q25-26

16p11.2; 16p12-p13.1
17q23-925
18q21-923
19p13.1-p13.3

2p13-p15; 2912-q13; 2922-924
3p22; 3913.1-g13.3

4912-913; 4924-925

5014-q15; 5923; 5931-q33
6p21.1-p21.3; 6g12-914; 6g16-923
70911.2-921; 7922

8q11.2-q23

10q21

12p11.2-p12; 12q12-q15
13q12-q14
14g32

18p11.3
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19g13.1
20912-9q13.3
21g21-g22

20p12-p13

Xpll.2-p21; Xp22.2-p22.3; Xql2-g24

ESOP11 59 1p36.1-p36.3; 1g41-g44 1p12-p22; 1p31-p32; 1921-q32
2p23-p24; 2q37(ter) 2pl11.2-p12; 2p13; 2q11.2-q31
3p24-p26; 3g29(ter) 3pl2-p21; 3g13.1-g21
4q934-935 4p11-pl6; 49q13-g13.1
5034-935 5p12-p14; 5p15.2; 5911.2-q31

6p12-p21.3; 60g12-923
70935-936 7pll1.2-p14, 7911.2-q22
8022-924.3 8p11.2-p21; 8g11.2-921.1
9g33-934 9p12-p13

10p11.1-p12; 10p14-15; 10921-q22
11p15; 11923-924 11p11.2-p14; 11912-q22
12923-q24.3 12p11.2; 12912-q14
13g21-g31 13912-q14
14931-gq32 14911.2-913; 140921-q22
15q914-g21; 15922-924; 15926
16p11.2-p13.3; 16022-q24
17912-9g21; 17922-925
18p11.2-p11.3; 18912-923
19p13.1-p13.3; 19913.1-g13.4
20p11.2-p12; 20911.2-q13.3
21921
22911.2-g13
XQg22-923 Xpll.2-p11.4

ESOP1 56 1p32; 1p35-p36.2; 1g41-q44 1922-923; 1931
2q37(ter) 2pl1.2; 29q11.2-q13; 2922-q24
3p23-p25 3q13.1-g21
4p14-p16; 4931.3-935 4021-928

5p13-p15.1; 5p15.3; 5932-g35
6022; 6024; 60927

7pl14-p22; 7931; 7934-936
8p12-p22; 8913-921.3; 8922-q24.3
9p12-p24; 9913-921; 9922-934
10924-926

11p13-p15; 11923-925

12923-924.3

1334

14921, 14924, 14931-q32
15q12-q14

16p11.2; 16p12-p13.3; 16q12.1-q24
17911.2-925

18p11.2-p11.3; 18911.2-9q23
19p13.1-p13.3; 19913.1-q13.4
20p12-p13; 20g13.1-q13.3
21921-g22

22911.2-q13

Xp22.1; Xg21-g22
Ypl11.2-p11.3; Yg11.2

5015-921; 5921-923
6p21.1-p21.3; 6012-q13

11912-q13
12p11.2; 12q12-q15

Xpll.2; Xpll.4-p21




Anexos

1p31-p33; 1p34-p36.3; 1941-943;

ESOP28 64 1q44
2932-933 2pl11.2-p14; 2912-q13; 2922-q24
3913.1; 3921-q24 3pl4-p21; 3p21-p22; 3926.1-927
4p12-p15.1; 49q12-913; 4924, 4928-
4032-933 g31.3
5031 5q14
6p11.2-p12; 6p21.1-p21.2; 6q12-921;
6p25 6023-q24
7p21; 7933-q36
7q11.2
8pl1.2-p12; 8p21,; 8912
9p13-p24; 9922-q34 9921
10923-926 10p11.2-p13; 10p15
11p14-p15; 11923-g24 11p11.2-p12; 11p14; 11912-9q13
12gq14-q24.3 12912-q13
13q14; 13922-q31
14912-g22
15q922-924,; 15926 15925
16p12-p13.3 16p11.2; 16913-g21
17p12; 17912-g21
18g12-g21; 18qg23(ter) 18p11.2
19p13.1-p13.3; 19913.3-q13.4
20p11.2; 20911.2-913.1; 20913.2-
gql3.3
21922
22913
Xp21; Xql3-g21; Xg23; Xq26-028 Xpll.2-pll.4
ESOP29 62 1p35-p36.3; 1q32-g41 1p13-p31; 1921-q32

2p16-p21; 2p23-p25; 29q33-937
3p24-p26; 3925; 3927-9q29
4932-935

5034-935

6p22-p25; 6923-927
7p14-p22; 7931-936

8p22; 80923-924.3

10p14-p15

11p14-p15; 11923-925
12p12; 12923-gq24.3
13922-q31; 13931-g34
14924-932

15926

16p13.1-p13.3; 16912.1-924
17924-925

18p11.2-p11.3; 18g11.2-923
19913.1-913.4

20p11.2-p13

22913

2pl11.2; 2pl3; 2p22; 2q11.2-924
3p12-p21; 3p21-p22; 39q13.1-922
4p13-pl4; 49q12-928

5p11-p15.1; 5911.2-gq21

6pl2; 6g12-q22

7911.2-q21

8pl11.2-p21; 8g11.2-q13; 8921.1-
g21.3

9p12-p13; 9913-g31
10p11.2-p12; 10911.2-q24
11p11.2-p14; 11912-9q13
12p11.2-p12; 12912-q14,; 12921
13g13-g21

Xpll.2-p21; Xp22.1; Xql2-q21
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ESOP3

57

1p32-p33; 1p36.2-p36.3; 1q41-q44
2p12; 2p23-p24, 2931-q32
3p23-p25; 3g29(ter)

4p15.3; 4931.1-932

5p13-p14; 5p15.3; 5932-935
6p21.3-p25; 60921-922; 6924-926

8p11.2-pl12; 8p21,; 8924.1-924.3
9p12-pl3; 9p21-p24; 9q921; 9q32-
q34

10922-926

11p14-p15; 11914-925
12p11.2-p13

13922; 13932-933

14924-932

15¢922-926

16p11.2-p13.3; 16921-q24
17p12-p13; 17921-922; 17924-925
18p11.2-p11.3; 18911.2-q12;
18g22-923

19p13.1-p13.3; 19913.1-g13.4
20p11.2-p12; 20911.2-q13.3
21921-922

1p22; 1p31; 1922-924; 19q31-932
2pl11.2; 2p21-p22; 2934-935
3p12-p21; 3q12-q13.1; 39q22-q24
4913

7022

11q12
12q21-q24.3

Yp11.2

ESOP34

55

1p12-p21; 1p32-p34.2; 1p36.1-
p36.3; 1g21; 1923-924; 1932; 1q43-
g44

2937

3p23-p24; 3921-925

4p15.1-p15.3

6p21.1-p21.3; 60g14-915; 6g21-922;
6023-927

8p12; 8p22-p23; 8923-924.2
9pl2

10p12; 10p13-p15; 10911.2-g21;
10q26(ter)

11p15; 11g12; 11q13-q14
12p13; 12q14-924.3

13qg13-q14

15914-926

16p12-p13.3; 16924
17p11.2-p12; 17p13; 17q11.2-g21
18pl11.2-p11.3

19p13.1-p13.3; 19913.4
20p11.2-p13

21g21-g22

22011.2-q13

Xq27-928

2p13; 2922-924
3p13-pl4

5022-923

7911.2; 7922; 7931-932

9p23-p24; 9921-q34

11p11.2-pl4

13921-931; 13931-933
14921-923

18921-g23

22q13(ter)
Xpll.2; Xp21; Xg21
Yqgll.2
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ESOP38 58 1941-q42 1p13; 1p22; 1q21-924; 1931-q32
2p22-p24; 2933-936 2p11.2-p12; 2p16-p21; 29q11.2-q13
3pl2-p13 3pl2; 3p21; 3913.1-13.3; 3g29(ter)
4p15.2-pl16; 4931.1-931.2; 4932-
g34; 4935(ter) 4012-913; 4922-926
5031-935 5011.2; 5922
6p23-p25 6012-921; 6g22-924
7p11.2-pl3; 7pl5-p22 7911.2-922
8p22-p23 8012-q13; 8924.1-q24.3
9p21-p22 9g31-g32
10p11.2-p12; 10p13-p15; 10922,

10923-926
11p15; 11923-925 11p11.2; 11g12-9q13
12914-921; 12924.1-924.2
13g31-g33 13913-q14
14924-931

15021-923

16p13.1-p13.3; 16921-q24
17921-922; 17924-925

18912

19g13.3

20p11.2-p12 20g13.3

21922 21qg22(ter)

22q12-9q13

Xq21-q24 Xpll.2-p21; Xp22.1-p22.3; Xq27

Yq11.2
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Anexo 3 - Alteracdes gendmicas em regibes minimas comuns, detectadas por CGH array em 18 casos de CEE,
respectivos genes mapeados em tais regides.

No. Tamanho No.
Regiao Casos Ganho Perda alteragao genes Genes
ESOP19, ESOPS, PPP2R3A, MSL2, PCCB, STAG1l, TMEMZ22, NCK1, IL20RB, SOX14,
ESOP22(1), ESOP20, CLDN18, DZIP1L, AAGNT, DBR1, ARMC8, TXNDC6, MRAS, CEP70, FAIM,
3¢22.2-q22.3 5 ESOP18 3305738 20 PIK3CB, FOXL2, BPESC1
MRPS22, COPB2, RBP2, RBP1, NMNAT3, CLSTN2, SLC25A36, SPSB4,
ESOP19, ESOPS, ACPL2, RASA2, RNF7, GRK7, ATP1B3, TFDP2, XRN1, ATR, PLS1, TRPCI,
ESOP12, ESOP22(1), PCOLCE2, SR140, CHST2, SLC9A9, C3orf58, PLOD2, PLSCR4, PLSCR2,
3¢g23-q24 6 ESOP20, ESOP18 9912495 37 PLSCR1, PLSCR5, ZIC4, ZIC1, AGTR1, CPB1, CPA3, GYG1, HLTF, HPS3, CP
ESOP19, ESOPS,
ESOP12, ESOP22(1),
ESOP20, ESOP18,
3¢g25.1 7 ESOP16(1) 26671 1 cpP
TMA4SF18, TMA4SF1, TMA4SF4, WWTR1, COMMD2, RNF13, PFN2,
ESOP19, ESOPS, TSC22D2, SERP1, EIF2A, SELT, C3orf44, SIAH2, CLRN1, CLRNI1OS,
ESOP12, ESOP22(1), GPR171, P2RY14, GPR87, P2RY13, MED12L, P2RY12, IGSF10, AADAC,
3¢g25.1-q25.2 6 ESOP20, ESOP18 4904546 28 SUCNR1, MBNL1, P2RY1, RAP2B, SGEF
SGEF, DHX36, MME, PLCH1, C3orf33, SLC33A1, GMPS, KCNAB1, SSR3,
TIPARP, CCNL1, PTX3, VEPH1, SHOX2, RSRC1, MLF1, GFMI1, LXN,
RARRES1, MFSD1, SCHIP1, IL12A, SMC4, TRIMS5S, KPNA4, ARL14,
PPM1L, B3GALNT1, NMD3, C3orf57, OTOL1, S, SLITRK3, BCHE, ZBBX,
SERPINI2, WDR49, PDCD10, SERPINI1, GOLIMA4, EVI1, MDS1, ARPM1,
ESOP9, ESOP19, ESOPS, MYNN, LRRC34, LRRC31, SAMD7, SEC62, GPR160, PHC3, PRKCI, SKIL,
3¢25.2- ESOP12, ESOP22(1), CLDN11, SLC7A14, EIF5A2, SLC2A2, TNIK, PLD1, FNDC3B, GHSR,
q26.31 7 ESOP20, ESOP18 18667713 63 TNFSF10, AADACL1, ECT2
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ESOP44, ESOPS,
ESOP12, ESOP19,
ESOP18, ESOPS,

3g26.31 ESOP22(1) 401 1 ECT2
SPATA16, NLGN1, NAALADL2, TBLIXR1, KCNMB2, ZMAT3, PIK3CA,
KCNMB3, ZNF639, MEN1, GNB4, ACTL6A, MRPL47, NDUFB5, USP13,
PEX5L, TTC14, CCDC39, FXR1, DNAJC19, SOX20T, ATP11B, DCUN1D1,
MCCC1, LAMP3, MCF2L2, B3GNTS5, KLHL6, KLHL24, YEATS2, MAP6D1,
PARL, ABCC5, HTR3C, EIF2B5, DVL3, AP2M1, ABCF3, ALG3, CAMK2N2,
ECE2, PSMD2, EIFAG1, FAM131A, CLCN2, POLR2H, THPO, CHRD,
EPHB3, MAGEF1, VPS8, EHHADH, MAP3K13, TMEMA41A, LIPH, SENP2,
IGF2BP2, TRA2B, ETV5, DGKG, CRYGS, TBCCD1, DNAJB11, AHSG,
FETUB, HRG, KNG1, EIF4A2, RFC4, ADIPOQ, ST6GAL1, RPL39L, RTP1,
MASP1, RTP4, SST, BCL6, LPP, TPRG1, TP63, LEPREL1, CLDN1, CLDN16,
ILIRAP, OSTN, UTS2D, CCDC50, FGF12, C30rf59, HRASLS, MGC2889,
ATP13A4, OPA1, HES1, LRRC15, GP5, ATP13A3, TMEM44, LSG1,
FAMA43A, C3orf21, ACAP2, PPPIR2, OSTalpha, PCYTI1A, TCTEX1D2,
ESOP9, ESOP19, ESOPS, TMA4SF19, UBXN7, RNF168, WDR53, FBX045, C3orf34, PIGX, PAK2,
ESOP12, ESOP22(1), SENP5, NCBP2, LOC152217, PIGZ, MFI2, DLG1, FYTTD1, LRCH3, 1QCG,
3426.31-q29 ESOP20, ESOP18 25267123 125  RPL35A, LMLN
ESOP44, ESOP12,
5g23.1 ESOP8 1371482 5 DMXL1, TNFAIPS, HSD17B4, FAM170A, PRR16
ESOP44, ESOP12,
5g31.3 ESOPS 401 0
ESOP9, ESOP12,
5g35.2 ESOP8 7378 1 FGFR4
ESOP7, ESOP12,
8g23.3 ESOP20 1042307 0
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TRPS1, EIF3H, UTP23, RAD21, SLC30A8, MED30, EXT1, SAMDI12,
TNFRSF11B, COLEC10, MAL2, NOV, ENPP2, TAF2, DSCC1, DEPDCS,
MRPL13, MTBP, SNTB1, HAS2, ZHX2, DERL1, WDR67, FAMS83A,
C8orf76, ZHX1, ATAD2, WDYHV1, FBX032, KLHL38, ANXA13,
FAM91A1, FER1L6, TMEM®65, TRMT12, RNF139, TATDN1, NDUFBS,
MTSS1, ZNF572, SQLE, KIAA0196, NSMCE2, TRIB1, FAMS&4B,

8g23.3- ESOP9, ESOP19, ESOPS, LOC727677, MYC, PVT1, GSDMC, FAMA49B, ASAP1, DDEF1/T1, ADCYS,
q24.22 ESOP20, ESOP16(1) 18964554 61 EFR3A, HHLA1, KCNQ3, LRRC6, TMEM71, PHF20L1TG, SLA, WISP1
ESOP9, ESOP19, ESOPS,
ESOP20, ESOP18,
8q24.22 ESOP16(1) 57976 1 NDRG1
ST3GAL1, ZFAT, LOC286094, KHDRBS3, FAM1358, KCNK9, TRAPPCY,
8g24.22- ESOP9, ESOP19, ESOPS, CHRACI, EIF2C2, PTK2, DENND3, GPR20, PTP4A3, FLI43860, TSNAREL,
q24.3 ESOP20, ESOP16(1) 9487692 24 BAI1, ARG, JRK, PSCA, LY6K, C8orf55, SLURP1, LYNX1, LY6D
ESOP9, ESOP12,
9p24.3 ESOP8 768838 1 DMRT1
DMRT3, DMRT2, SMARCA2, FLJ35024, VLDLR, KCNV2, KIAAO020, RFX3,
GLIS3, C90rf70, SLC1A1, C9orf68, CDC37L, AK3, RCL1, JAK2, INSL6,
INSL4, RLN2, C9orfd6, CD274, PDCDILG2, KIAA1432, MLANA,
KIAA2026, 1133, TPD52L3, UHRF2, GLDC, KDMA4C, PTPRD, TYRPI,
MPDZ, NFIB, ZDHHC21, CER1, FREMI1, TTC398, SNAPC3, PSIP1,
C90rf93, BNC2, CNTLN, SH3GL2, ADAMTSLI, FAMI154A, RRAGA,
ESOP9, ESOP12, HAUS6, ADFP, DENND4C, RPS6, SLC24A2, MLLT3, KIAA1797, IFNBI,
9p24.3-p21.3 ESOP8 20347979 56 IFNW1
ESOP9, ESOP12,
9p21.3 ESOP19, ESOPS 16497 1 KLHL9
ESOP9, ESOP12,
ESOP2, ESOP19, IFNA2, IFNA8, LOC554202, IENE, MTAP, C90rf53, CDKN2A, CDKN2BAS,
9p21.3 ESOP8 661312 9 CDKN28
ESOP9, ESOP12, ELAVL2, C90rf82, PLAA, IFT74, LRRC19, TEK, NCRNAOOO32, MOBKL2B,
9p21.3-p21.1 ESOP8 10697998 16 IFNK, C90rf72, LINGO2, ACO1, DDX58, TOPORS, NDUFB6, TAF1L
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9p13.3-p13.1

ESOP9, ESOP12,
ESOP8

2757203

14

RNF38, MELK, PAX5, ZCCHC7, GRHPR, ZBTB5, POLR1E, FRMPD1,
RGIMTD3, EXOSC3, WDR32, MCART1, SHB, ALDH1B1

11q13.2

ESOP22(1), ESOP1S,
ESOP10, ESOP7,
ESOP16(1)

209961

CHKA, SUV420H1

11q13.2

ESOP22(1), ESOP15,
ESOP20, ESOP10,
ESOP7, ESOP16(1)

154219

Cllorf24, LRP5

11q13.2

ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP39(2),
ESOP10, ESOP7,
ESOP16(1)

196972

LRP5, SAPS3

11q13.2

ESOP12, ESOP22(1),
ESOP15, ESOP20,
ESOP39(2), ESOP10,
ESOP7, ESOP16(1)

268724

SAPS3, GAL, MTL5, CPT1A

11q13.2

ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP39(2),
ESOP10, ESOP7,
ESOP16(1)

20445

11q13.2

ESOP12, ESOP22(1),
ESOP15, ESOP20,
ESOP39(2), ESOP10,
ESOP7, ESOP16(1)

392339

MRPL21, IGHMBP2, MRGPRF, TPCN2

11q13.2

ESOP12, ESOP46,
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP39(2),
ESOP10, ESOP7,
ESOP16(1)

312056

MYEOV
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ESOP12, ESOP46,
ESOP22(1), ESOP15,
ESOP20, ESOP39(2),

11q13.2- ESOP10, ESOP7,
q13.3 10  ESOP16(1), ESOP2 808647 CCND1, ORAOV1, FGF19, FGF4, FGF3, ANO1, FADD, PPFIA1, CTTN
ESOP12, ESOP46,
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP10,
ESOP7, ESOP2,
11q13.3 9 ESOP16(1) 170508 CTTN, SHANK2
ESOP12, ESOP46,
ESOP22(1), ESOP15,
ESOP20, ESOP7,
11q13.3 8 ESOP16(1), ESOP2 72316 SHANK2
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP7, ESOP2,
11q13.3 6 ESOP16(1) 204149 SHANK2
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP39(2), ESOP16(1),
11q13.4 5 ESOP2 108173 DHCR7, NADSYN1
ESOP7, ESOP15,
ESOP9, ESOP4,
ESOP12, ESOP20,
14q32.12 8 ESOP1, ESOP22(1) 401 CATSPERB
ESOP9, ESOP16(1),
18q12.1 3 ESOP12 3169468 CDH2, DSC3
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DSC2, DSG1, DSG4, DSG3, DSG2, TTR, BAGALT6, KIAA1012, RNF125,
RNF138, MEP1B, FAM59A, KLHL14, C180rf34, ASXL3, NOL4, DTNA,
MAPRE2, ZNF397, ZNF3970S, ZNF271, ZNF24, ZNF396, INOSOC,
GALNT1, Cl180rf21, RPRDI1A, SLC39A6, ELP2, MOCOS, FHODS3,
KIAA1328, BRUNOL4, LOC647946, KC6, PIK3C3, RIT2, SYT4, SETBP1,
SLC14A2, SLC14A1, SIGLEC15, KIAA1632, PSTPIP2, ATP5A1, HAUSI,
C180rf25, RNF165, LOXHD1, ST8SIA5, PIAS2, KATNAL2, HDHD2,
IER3IP1, SMAD2, KIAA0427, SMAD7, DYM, RPL17, LIPG, ACAA2,
MYO5B, CCDC11, MBD1, CXXC1, C180rf24, MAPK4, MRO, ME2, ELACI,

146 SMAD4, MEX3C, DCC, MBD2, POLI, STARD6, C18orf54, C18orf26,
RAB27B, CCDC68, TCF4, TXNL1, WDR7, ST8SIA3, ONECUT2, FECH,
NARS, ATP8B1, NEDDAL, ALPK2, MALT1, ZNF532, LOC390858, SEC11C,
GRP, RAX, CPLX4, LMAN1, CCBE1, PMAIP1, MC4R, CDH20, RNF152,
PIGN, KIAA1468, TNFRSF11A, ZCCHC2, PHLPP, BCL2, KDSR, VPS4B,
SERPINB5, SERPINB12, SERPINB13, SERPINB4, SERPINB3, SERPINB11,
SERPINB7, SERPINB2, SERPINB10, SERPINBS, C180rf20, CDH7, CDH189,
DSEL, TMX, CCDC102B, DOK6, CD226, RTTN, SOCS6, CBLN2, NETO1,
18912.1-q23 4 ESOP12, ESOP8 47196693 ’ ’ ! ’
ESOP16(1),
18q23 3 ESOP12, ESOP8 1776658 8 SALL3, ATP9B, NFATC1, CTDP1, KCNG2, PQLC1, TXNL4A, C18orf22
ESOP9, ESOP12,
19q13.11 3 ESOP8 247426 1 LSM14A
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PSMG1, BRWD1, HMGN1, WRB, LCA5L, SH3BGR, C210rf88, B3GALTS,

IGSF5, PCP4, DSCAM, BACE2, PLAC4, FAM3B, MX2, MX1, TMPRSS2,

C210rf129, RIPK4, PRDM15, C2CD2, ZNF295, C21orfl21, UMODL1,

C21orf128, ABCG1, TFF3, TFF2, TFF1, TMPRSS3, UBASH3A, RSPH1,

SLC37A1, PDE9A, WDR4, NDUFV3, PKNOX1, CBS, U2AF1, CRYAA,

C210rf125, C210rf84, HSF2BP, RRP1B, PDXK, CSTB, RRP1, LOC284837,

AGPAT3, TRAPPC10, PWP2, C210rf33, ICOSLG, DNMT3L, AIRE, PFKL,

C21orf2, TRPM2, LRRC3, C210rf29, UBE2G2, SUMO3, PTTG1IP, ITGB2,

C21orf67, C21orf70, C21orfl22, ADARBI, POFUT2, LOC642852,

21q22.2- ESOP12, ESOPS, COL18A1, SLC19A1, PCBP3, COL6A1, COL6A2, FTCD, C2lorf56, LSS,
q22.3 3 ESOP18 7535846 83 MCMB3AP, C210rf57, C210rf58, PCNT, DIP2A
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Anexo 4 - Alteracdes gendmicas detectadas por HR-CGH em 18 casos de CEE, que séo consistentes com dados da

literatura.
GANHO Total Freq Autor Regido Achados especificos
7. Shiomi et al. 2003 7.1p
9. Wang et al. 2006 9.1p11-g22
1p12-p13 5 23,8% 11. Qin et al. 2008 11. 1p11-g22
7. Shiomi et al. 2003 7.1p
9. Wang et al. 2006 9. 1pl1-g22
1p21-p22 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11.1p11-g22
9. Wang et al. 2006 9.1p11-g22
1922-g23 14 66,7% 11. Qin et al. 2008 11. 1p11-q22 11. Metastase linfonodal
8. Kwong et al. 2004 8. 1g31-gter
1931 9 42,9% 11. Qin et al. 2008 11. 1q 11. Metastase linfonodal
2p11.2 11 52,4% 5. Noguchi et al. 2003 5.2p 5. Invasdo linfdtica
2p12 9 42,9% 5. Noguchi et al. 2003 5.2p 5. Invasdo linfdtica
2p13 6 28,6% 5. Noguchi et al. 2003 5.2p 5. Invasdo linfdtica
2q11.2 11 52,4%
2q12-q13 8 38,1%
2q22 10 47,6%
2924 6 28,6%
3p12 8 38,1%
3pl4 11 52,4%
3p21 12 57,1%
5. Noguchi et al. 2003 5.3q 5. pT, estadio clinico
3q12-q13.1 7 33,3% 11. Qin et al. 2008 11. 3q 11. Metdastase linfonodal
5. Noguchi et al. 2003 5.3q 5. pT, estadio clinico
3q13.1-q13.3 9 42,9% 11. Qin et al. 2008 11. 3q 11. Metastase linfonodal
9. Wang et al. 2006 9.4p13-g31
4p12-p13 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 4p13-g31
9. Wang et al. 2006 9.4p13-g31
4912-q13 7 33,3% 11. Qin et al. 2008 11. 4p13-g31




Anexos

9. Wang et al. 2006 9.4p13-g31
4q24 42,9% 11. Qin et al. 2008 11.4p13-g31
9. Wang et al. 2006 9.4p13-g31
4qg25-g26 33,3% 11. Qin et al. 2008 11.4p13-g31
9. Wang et al. 2006 9.4p13-g31
4926-q27 33,3% 11. Qin et al. 2008 11.4p13-g31
9. Wang et al. 2006 9.4p13-g31
4928 42,9% 11. Qin et al. 2008 11.4p13-g31
5q23 38,1%
6p21.3 38,1% 11. Qin et al. 2008 11. 6p 11. Metastase linfonodal
9. Wang et al. 2006 9. 6p12-q14
6q12 42,9% 11. Qin et al. 2008 11. 6p12-q14
9. Wang et al. 2006 9.6pl2-q14
6q13-q14 38,1% 11. Qin et al. 2008 11. 6pl12-q14
6q16 33,3% 11. Qin et al. 2008 11. 6q
6q21 38,1% 11. Qin et al. 2008 11. 6q
2.Yen et al. 2001 2.7q
7911.2 42,9% 11. Qin et al. 2008 11.7q 2. Pior progndstico
2. Yen et al. 2001 2.7q
8. Kwong et al. 2004 8.7021-g31
7921 42,9% 11. Qin et al. 2008 11.7q 2. Pior progndstico
2.Yen et al. 2001 2.7q
3. Ueno et al. 2002 3.7922
6. Yen et al. 2003 6.7q922
8. Kwong et al. 2004 8.7q21-g31 2. Pior progndstico
7922 38,1% 11. Qin et al. 2008 11.7q 3. Estadio |
5. Noguchi et al. 2003 5.8q
7. Shiomi et al. 2003 7.8q
9. Wang et al. 2006 9. 8q 5. Infiltragdo tumoral
8q11.2 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 8q 11. Metdastase linfonodal
5. Noguchi et al. 2003 5.8q
9. Wang et al. 2006 9. 8q
8g13 33,3% 11. Qin et al. 2008 11. 8q 11. Metastase Linfonodal
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9p12 5 23,8% 9. Wang et al. 2006 9.9p
9921 8 38,1%
10p11.2 8 38,1%
10p11.2-p12 7 33,3%
1023 9 42,9%
11p11.2-p12 9 42,9%
11p15 7 33,3%
1. Tada et al. 2000 1.11p12
2.Yen et al. 2001 2.11912.3-q13
5. Noguchi et al. 2003 5.11q
8. Kwong et al. 2004 8.11g11-9q13
9. Wang et al. 2006 9.11g12-923
10. Sugimoto et al. 2007 10.11q12 1. Cultura celular
11q12 15 71,4% 11. Qin et al. 2008 11.11912-g23 10. Andlise integrada
1. Tada et al. 2000
2.Yen et al. 2001 2.11912.3-q13
3. Ueno et al. 2002 3.11q13
5. Noguchi et al. 2003 5.11q
6. Yen et al. 2003 6.11q13
7. Shiomi et al. 2003 7.11913.3-q13.5
8. Kwong et al. 2004 8.11g11-q13
9. Wang et al. 2006 9.11912-g23 1. Cultura celular
10. Sugimoto et al. 2007 10.11q13 3. Estadio |
11q13 13 61,9% 11. Qin et al. 2008 11.11912-g23 10. Andlise integrada
12p11.2 8 38,1% 11. Qin et al. 2008 11.12p 11. Metéastase linfonodal
12g12-q13 6 28,6%
PERDA Total Freq Autor Regido Achados especificos
9. Wang et al. 2006 9.1p
1p31 10 47,6% 11. Qin et al. 2008 11. 1p 11. Metastase linfonodal
9. Wang et al. 2006 9.1p
1p33 11 52,4% 11. Qin et al. 2008 11. 1p 11. Metastase linfonodal
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2. Yen et al. 2001

2. 1p34.1-pter

9. Wang et al. 2006 9.1p
1p36.1-p36.3 11 52,4% 11. Qin et al. 2008 11. 1p 11. Metastase linfonodal
1941 17 81,0%
1942 13 61,9%
1943 12 57,1%
1944 12 57,1%
2pl6-p21 7 33,3%
2p23-p24 14 66,7%
2g31 6 28,6%
2q32 5 23,8%
2q36-q37 10 47,6%
3. Ueno et al. 2002 3.3pll-p21
6. Yen et al. 2003 6.3p
7. Shiomi et al. 2003 7.3p
9. Wang et al. 2006 9.3p 3. Estadio |
3p12-p13 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11.3p 11. Metastase linfonodal
1. Tada et al. 2000 1. 3p21-pter
2. Yen et al. 2001 2.3p21.32-pter
6. Yen et al. 2003 6.3p
7. Shiomi et al. 2003 7.3p
9. Wang et al. 2006 9.3p 1. Cultura celular
3p24 9 42,9% 11. Qin et al. 2008 11.3p 11. Metastase linfonodal
1. Tada et al. 2000 1. 3p21-pter
2.Yen et al. 2001 2.3p21.32-pter
6. Yen et al. 2003 6.3p
9. Wang et al. 2006 9.3p 1. Cultura celular
3p25 6 28,6% 11.Qin et al. 11.3p 11. Metastase linfonodal
3g21-g23 7 33,3%
3929 10 47,6%
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2. Yen et al. 2001 2.4p14-p15.3
9. Wang et al. 2006 9.4p 2. Estadio IV, pior progndstico
4p15.1 7 33,3% 11. Qin et al. 2008 11.4p 11. Metastase linfonodal
2. Yen et al. 2001 2.4p14-p15.3
8. Kwong et al. 2004 8.4p15.2-p12
9. Wang et al. 2006 9.4p 2. Estadio IV, pior progndstico
4p15.2-p15.3 16 76,2% 11. Qin et al. 2008 11. 4p 11. Metastase linfonodal
4931.2 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 4q 11. Metastase linfonodal
1. Tada et al. 2000 1.4928-g33 1. Cultura celular
3. Ueno et al. 2002 3.4932-g34 3. Estadio |
4g32-g33 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 4q 11. Metastase linfonodal
5p13-pl4 6 28,6%
2. Yen et al. 2001 2.5q32-qter
7. Shiomi et al. 2003 7.5q
9. Wang et al. 2006 9. 5¢q
5q32 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 5q
2. Yen et al. 2001 2.5qg32-qgter
7. Shiomi et al. 2003 7.5q
9. Wang et al. 2006 9.5q
5q33 7 33,3% 11. Qin et al. 2008 11.5q
2.Yen et al. 2001 2.5qg32-qter
7. Shiomi et al. 2003 7.5q
9. Wang et al. 2006 9.5q
5q34-9g35 14 66,7% 11. Qin et al. 2008 11. 5q
6p22 6 28,6%
6p23 9 42,9%
6p25 8 38,1%
622 6 28,6% 6. Yen et al. 2003 6. 6q15-gter
6924 9 42,9% 6. Yen et al. 2003 6. 6q15-gter
6925 8 38,1% 6. Yen et al. 2003 6. 6g15-gter
6026 7 33,3% 6. Yen et al. 2003 6. 6q15-gter
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6927 7 33,3% 6. Yen et al. 2003 6. 6g15-gter
7p15 14 66,7%
7p21 14 66,7%
7p22 10 47,6%
7931 9 42,9%
7932-933 7 33,3% 6. Yen et al. 2003 6. 7q32-qter
7934-q36 14 66,7% 6. Yen et al. 2003 6. 7q32-qter
1. Tada et al. 2000 1.8p
9. Wang et al. 2006 9.8p
8p12 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 8p 1. Cultura celular
1. Tada et al. 2000 1.8p
2. Yen et al. 2001 2. 8p22-pter
9. Wang et al. 2006 9.8p 1. Cultura celular
8p22 10 47,6% 11. Qin et al. 2008 11. 8p 2. Estadio avangado
8923 13 61,9%
8023-g24.1 12 57,1%
8q24.2 10 47,6%
8qg24.3 9 42,9%
9p12 9 42,9% 6. Yen et al. 2003 6.9p
6. Yen et al. 2003 6.9p
9p13 14 66,7% 8. Kwong et al. 2004 8. 9pter-p13
1. Tada et al. 2000 1.9p21 1. Cultura celular
2.Yen et al. 2001 2.9p21 2. Estadio avangado, pior
3. Ueno et al. 2002 3.9p21 progndstico
3a. Ueno et al. 2002 3a.9p21-p23 3. Estadio |
9p21-p23 17 81,0% 6. Yen et al. 2003 6.9p 3a. Estadio lll e IV
2.Yen et al. 2001 2.9q921
9. Wang et al. 2006 9.9q
10. Sugimoto et al. 2007 10. 9921 2. Estadio avangado
9921 8 38,1% 11. Qin et al. 2008 11.9q
9. Wang et al. 2006 9.9q
9922 9 42,9% 11. Qin et al. 2008 11.9q




Anexos

9. Wang et al. 2006 9.9q
9g31 10 47,6% 11. Qin et al. 2008 11.9q
9. Wang et al. 2006 9.9q
9q32-q34 9 42,9% 11. Qin et al. 2008 11.9q
10p12 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 10p 11. Metastase linfonodal
10p13 7 33,3% 11. Qin et al. 2008 11. 10p 11. Metastase linfonodal
10p14 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 10p 11. Metastase linfonodal
10g24-g25 11 52,4% 11. Qin et al. 2008 11. 10q 11. Metéastase linfonodal
10g925-g26 10 47,6% 11. Qin et al. 2008 11. 10q 11. Metastase linfonodal
11p13 6 28,6%
11p14 8 38,1% 1. Tada et al. 2000 1. 11p14-pter
11p15 12 57,1% 1. Tada et al. 2000 1. 11p14-pter 1. Cultura celular
3. Ueno et al. 2002 3.11922-923
9. Wang et al. 2006 9.11q 3. Estadio Il e IV, metastase
11q22 6 28,6% 11. Qin et al. 2008 11. 11q linfonodal
2.Yen et al. 2001 2.11g23-qter
3. Ueno et al. 2002 3.11g22-923
9. Wang et al. 2006 9.11q 2. Pior progndstico
11923-1g25 13 61,9% 11. Qin et al. 2008 11.11q 3. Estadio Il e IV
12p12 8 38,1%
12p13 7 33,3%
12g15-g21 8 38,1%
12922 11 52,4%
12923-q24 17 81,0%
12g24.1-q24.2 17 81,0%
12g24.3 16 76,2%
7. Shiomi et al. 2003 7.13q
9. Wang et al. 2006 9.13q
13g21 12 57,1% 11. Qin et al. 2008 11.13q 11. Metastase linfonodal
7. Shiomi et al. 2003 7.13q
9. Wang et al. 2006 9.13q
13g22 13 61,9% 11. Qin et al. 2008 11. 13q 11. Metéstase linfonodal
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7. Shiomi et al. 2003 7.13q
9. Wang et al. 2006 9.13q
13g31 9 42,9% 11. Qin et al. 2008 11.13q 11. Metdastase linfonodal
7. Shiomi et al. 2003 7.13q
9. Wang et al. 2006 9.13q
13932 7 33,3% 11. Qin et al. 2008 11.13q 11. Metéstase linfonodal
14q13-g21 9 42,9%
14922 7 33,3%
14924 11 52,4%
14931-g32 11 52,4%
15q12 7 33,3%
15q14 11 52,4%
15921 8 38,1%
15922-q24 10 47,6%
15025-026 11 52,4%
16p11.2 9 42,9% 5. Noguchi et al. 2003 5.16p 5. Invasdo linfatica
16p12 14 66,7% 5. Noguchi et al. 2003 5.16p 5. Invasdo linfdtica
2.Yen et al. 2001 2.16p13.1-pter
16p13.1-p13.2 14 66,7% 5. Noguchi et al. 2003 5.16p 5. Invasdo linfatica
2.Yen et al. 2001 2.16p13.1-pter
16p13.3 11 52,4% 5. Noguchi et al. 2003 5.16p 5. Invasdo linfatica
9. Wang et al. 2006 9.16q
16g21-g22 14 66,7% 11. Qin et al. 2008 11. 16q
9. Wang et al. 2006 9.16q
16923 12 57,1% 11. Qin et al. 2008 11. 169
2.Yen et al. 2001 2.17cen-p12
9. Wang et al. 2006 9.17p
17p12 8 38,1% 11. Qin et al. 2008 11.17p 11. Metastase linfonodal
17q12 9 42,9%
17921 9 42,9%
17922 12 57,1%
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17924-925 12 57,1%
18p11.2-p11.3 15 71,4%
9. Wang et al. 2006 9.18q
18q11.2 11 52,4% 11. Qin et al. 2008 11.18q 11. Metdastase linfonodal
9. Wang et al. 2006 9.18q
18q12 14 66,7% 11. Qin et al. 2008 11. 18q 11. Metastase linfonodal
1. Tada et al. 2000 1. 18g21-qter
2.Yen et al. 2001 2.18q22-qter
3. Ueno et al. 2002 3. 18qg22-qter
4. Ueno et al. 2003 4. 18g22-qter
6. Yen et al. 2003 6. 18qg21-qter
7. Shiomi et al. 2003 7.18q921.2-q22
9. Wang et al. 2006 9. 18q 1. Cultura celular
10. Sugimoto et al. 2007 10. 18922 3. Estadio |
18g21-g22 9 42,9% 11. Qin et al. 2008 11. 18q 11. Metastase linfonodal
1. Tada et al. 2000 1. 18g21-qter
2.Yen et al. 2001 2.18q22-qter
3. Ueno et al. 2002 3.18qg22-qter
6. Yen et al. 2003 6. 18g21-qter 1. Cultura celular
9. Wang et al. 2006 9.18q 3. Estadio |
18923 15 71,4% 11. Qin et al. 2008 11.18q 11. Metastase linfonodal
2.Yen et al. 2001 2.19p
8. Kwong et al. 2004 8.19p13.2-q12
9. Wang et al. 2006 9.19
19p13.1 14 66,7% 11. Qin et al. 2008 11.19p 11. Metastase linfonodal
2.Yen et al. 2001 2.19p
8. Kwong et al. 2004 8.19p13.2-q12
9. Wang et al. 2006 9.19p
19p13.2-p13.3 13 61,9% 11. Qin et al. 2008 11.19p 11. Metastase linfonodal
19qg13.1 12 57,1% 2. Yen et al. 2001 2.19q
19g13.2 14 66,7% 2. Yen et al. 2001 2.19q
19g13.3-q13.4 12 57,1% 2.Yen et al. 2001 2.19q
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20p11.2-p12 17 81,0%
20q11.2-q12 9 42,9%
20q13.1-q13.2 9 42,9%
21qg11.2-g21 8 38,1%
21922 11 52,4%
22q11.2 10 47,6%
22q12 10 47,6%
22q13 16 76,2%
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Anexo 5 - AlteracBes gendmicas detectadas por aCGH em 18 casos de CEE, que séo consistentes com dados da

literatura.
No.
Region Casos Ganho Perda Autor (regido citada) Genes concordantes
ESOP19, ESOPS,
3qg22.2- ESOP22(1), ESOP20,
q22.3 5 ESOP18
ESOP19, ESOPS,
ESOP12, ESOP22(1),
3g23-q24 6 ESOP20, ESOP18
ESOP19, ESOPS,
ESOP12, ESOP22(1),
ESOP20, ESOP18,
3g25.1 7 ESOP16(1)
ESOP19, ESOPS,
3925.1- ESOP12, ESOP22(1),
q25.2 6 ESOP20, ESOP18
ESOPY, ESOP19, - Kim et al. 2006 (del 3926.2) - EIF5A
ESOPS8, ESOP12, - Hirasaki et al. 2007 (3926.2) - MDS1, SKIL, CLDN11
3q25.2- ESOP22(1), ESOP20, - Hirasaki et al. 2007 (3925.31) - KCNAB1
q26.31 7 ESOP18 - Hirasaki et al. 2007 (3926.31) - TNFSF10
ESOP44, ESOP9,
ESOP12, ESOP19,
ESOP18, ESOPS,
3qg26.31 7 ESOP22(1)
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- Ishizuka et al. 2002 (3926) - PIK3CA
- Hirasaki et al. 2007 (3927.2) - ETV5
- Hirasaki et al. 2007 (3g29) - MFI2, DLG1, LRCH3, IQCG
- Hirasaki et al. 2007 (3927.1) - MCF2L2, B3GNT5
- Hirasaki et al. 2007(3926.32) - PIK3CA, KCNMB3
- Hirasaki et al. 2007 (3927.1) - AP2M1, ABCF3, ALG3, ECE2, EPHB3
ESOP9, ESOP19, - Hirasaki et al. 2007 (3927.3-g28) - LPP
ESOPS8, ESOP12, - Hirasaki et al. 2007 (3927.1) - THPO, CHRD
3q26.31- ESOP22(1), ESOP20, - Hirasaki et al. 2007 (3927.3) - MASP1
q29 ESOP18 - - Carneiro et al 2008 (3927.1-g29) - MAP3K13
ESOP44, ESOP12,
5g23.1 ESOP8 - Hirasaki et al. 2007 (5923.1)
ESOP44, ESOP12,
5q31.3 ESOP8
5q35.2 ESOP9, ESOP12, ESOP8
ESOP7, ESOP12,
8q23.3 ESOP20
- Arai et al. 2003 - MYC;

ESOP9, ESOP19, - Hirasaki et al 2007 (8q24.21) - MYC, PVT1
8g23.3- ESOPS8, ESOP20, - Carneiro et al. 2008 (8g24.13- - MYC, WISP1, NOV, TAF2, MTSS1
q24.22 ESOP16(1) g24.23)

ESOP9, ESOP19,

ESOP8, ESOP20,
8q24.22 ESOP18, ESOP16(1)

ESOP9, ESOP19,

8g24.22- ESOPS8, ESOP20, - Kim et al. 2006 (del 8q24-ter) - PTK2
q24.3 ESOP16(1) - Carneiro et al 2008 (8q24.3) - PTK2
- Carneiro et al 2008 (9p24.3-p24.2;
9p24.3 ESOP9, ESOP12, ESOP8  9p24.19-p22.3)
- Carneiro et al 2008 (9p24.3-p24.2;
9p24.3- 9p24.19-p22.3; 9p22.3-p21.2;

p21.3

ESOP9, ESOP12, ESOP8

9p23; 9p21.3)
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ESOP9, ESOP12,

9p21.3 4 ESOP19, ESOP8
- Kim et al. 2006 (9p21) - MTAP, CDKN2A
- Hirasaki et al. 2007 (9p21.3) - MTAP
ESOP9, ESOP12, - Carneiro et al 2008 ( 9p22.3- - MTAP, CDKN2A, CDKN2B
9p21.3 ESOP2, ESOP19, ESOP8  P21.2)
9p21.3-
p21.1 3 ESOP9, ESOP12, ESOPS8
9p13.3-
p13.1 3 ESOP9, ESOP12, ESOPS8
ESOP22(1), ESOP15,
ESOP10, ESOP7,
11q13.2 ESOP16(1)
ESOP22(1), ESOP15,
ESOP20, ESOP10,
11q13.2 ESOP7, ESOP16(1)
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP39(2),
ESOP10, ESOP7,
11q13.2 ESOP16(1)
ESOP12, ESOP22(1),
ESOP15, ESOP20, - Hirasaki et al 2007 (11g13.3) - CPT1A
ESOP39(2), ESOP10, - Sugimoto et al. 2009 (11g13.1- - GAL
11q13.2 ESOP7, ESOP16(1) q13.3)
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP39(2),
ESOP10, ESOP7,
11q13.2 ESOP16(1)

11q13.2

ESOP12, ESOP22(1),
ESOP15, ESOP20,
ESOP39(2), ESOP10,
ESOP7, ESOP16(1)




Anexos

ESOP12, ESOP46,
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP39(2),
ESOP10, ESOP7,

11q13.2 9 ESOP16(1) - Carneiro et al 2008 (11g13.3) - MYEOV
- Ishizuka et al. 2002 (11q13) - CCND1, FGF4
- Arai et al. 2003 (11g13) - CCND1, FGF3, FGF4
ESOP12, ESOP46, - Kim et al. 2006 (11q13) - CCND1
ESOP22(1), ESOP15, - Hirasaki et al 2007 (11q13.3- - PPFIAL, CTTN
ESOP20, ESOP39(2), ql3.4)
11q13.2- ESOP10, ESOP7, - Hirasaki et al 2007 (11q13.3) - CCND1, ORAOQV1, FGF4, FGF3
ql3.3 10 ESOP16(1), ESOP2 - Carneiro et al 2008 (11g13.3) - CCND1, FGF4, FGF3
ESOP12, ESOP46,
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP10,
ESOP7, ESOP2, - Hirasaki et al 2007 (11q13.3- - CTTN, SHANK2
11q13.3 9 ESOP16(1) q13.4)
ESOP12, ESOP46,
ESOP22(1), ESOP15,
ESOP20, ESOP7, - Hirasaki et al 2007 (11913.3- - SHANK2
11q13.3 8 ESOP16(1), ESOP2 q13.4)
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP15, ESOP7, - Hirasaki et al 2007 (11913.3- - SHANK2
11q13.3 6 ESOP2, ESOP16(1) ql13.4)
ESOP22(1), ESOP20,
ESOP39(2),
11q13.4 5 ESOP16(1), ESOP2
ESOP7, ESOP15,
ESOP9, ESOP4,
ESOP12, ESOP20,
14q32.12 8 ESOP1, ESOP22(1)




Anexos

ESOP9, ESOP16(1),

- Sugimoto et al. 2008 (18q12.1-

18q12.1 ESOP12 q23)

- Kim et al. 2006 (18g21.3) -DCC

- Hirasaki et al. 2007 (18922.3) - NETO1

- Hirasaki et al. 2007(18¢23) - LOC400662
18q12.1- ESOP16(1), ESOP9, - Sugimoto et al. 2009 (18q12.1- - GALR1
q23 ESOP12, ESOP8 q23)

ESOP16(1), ESOP12, 6) Sugimoto et al. 2008 (18q12.1-

18q23 ESOP8 q23)
19q13.11 ESOP9, ESOP12, ESOP8
21q22.2- ESOP12, ESOPS,

q22.3

ESOP18






