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RESUMO

Silveira SM. Diagndstico molecular em sarcomas pleomorficos indiferenciados e
leiomiossarcomas. Sao Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Funda¢do Antdnio

Prudente].

O sarcoma pleomorfico indiferenciado (SPI) € uma lesdao de alto grau que, em geral,
exibe um comportamento clinicamente agressivo com o desenvolvimento frequente
de metastases a distancia e recidiva local. Estes tumores sdo caracterizados por
alteracdes  genOmicas complexas e consideravel heterogeneidade biologica
intratumoral. A classificacdo dos SPI ¢ uma questao controversa pelo fato destes
tumores compartilharem um padrdo morfologico similar com outros subtipos
indiferenciados e pleomorficos de outras entidades definidas de sarcomas,
particularmente leiomiossarcomas (LMS). O objetivo deste estudo foi caracterizar o
perfil de alteragdes no numero de copias gendmicas em SPI e LMS e correlacionar os
resultados com os dados clinicos e histopatologicos. Foram avaliados 20 SPI e 17
LMS por CGH-array (Agilent Human 4x44K CGH Microarrays). Os dados foram
extraidos usando o software Feature Extraction 10.1.1.1.1 e analise dos resultados
foi realizada no programa Nexus 6.0 (Biodiscovery) com algoritmo estatistico FASST
segmentation 2 e limiar de significancia de 1,00E-5. Foram identificadas 31
alteracOes gendmicas significativas associadas com caracteristicas de pior
prognoéstico. Entre os SPI, os ganhos em 16q24.3 e perdas em 18p11.32 foram
significativamente associados a pacientes sem sinais da doenga (P = 0,043) e com a
doenga (P = 0,016), respectivamente. Entre os LMS, ganhos em 1g21.3, 11q12.2-
ql2.3 e 19q13.12 foram significativamente associados a pacientes que morreram pela
doenca (P = 0,001, P = 0,003 e P = 0,020, respectivamente). Ganhos em 1q21.3
foram também correlacionados com desenvolvimento de metastases a distancia (P =
0,001). Em adigao, os ganhos em 17g25.1 e 19q13.43, assim como as perdas em
16p11.2 foram associados significativamente com recorréncia local em LMS (P =
0,041, P = 0,044 ¢ P = 0,006, respectivamente). A andlise da sobrevida global em

SPI revelou que as perdas em 1q21.1-q21.2 foram significativamente associados com



reducdo da sobrevida global dos pacientes (P = 0,0019). Nos casos de LMS, ganhos
em 1q21.3, 6p21.32, 11q12.2-q12.3, 16p11.2, 19q13.12 e 19q13.43 foram associados
significativamente com a reducdo da sobrevida (P < 0,05). Embora, alteragdes
cromossomicas especificas tenham sido detectadas em SPI e LMS, nao foi possivel
distingui-los pela andlise de agrupamento hierdrquico ndo supervisionado. Trés
grupos distintos foram formados, dos quais o cluster 2 foi caracterizado por casos de
pacientes que morreram em decorréncia da doenca (P = 0,022). Foram selecionados
quatro genes (ARNT, PBXIP1, SLC27A3 e CCND1) mapeados nas regides alteradas
pela CGH-array, dos quais trés estdo mapeados em 1g21. Os ganhos envolvendo os
genes ARNT, PXIP1 e SCL27A3 confirmaram as alteragdes detectadas previamente
pela CGH-array em SPI e LMS, particularmente envolvendo o gene ARNT que foi
alterado preferencialmente em SPI. Os dados deste estudo demostram uma interagao
complexa entre SPI ¢ LMS, ndo permitindo a distin¢ao entre os dois tipos tumorais.
Em adigdo, foram relatadas alteragdes gendmicas especificas associadas com
caracteristicas progndsticas e sobrevida global, que podem contribuir para o

delineamento de estratégias terapéuticas mais precisas.



SUMMARY

Silveira SM. [Molecular diagnosis in undifferentiated pleomorphic sarcomas and
leiomyosarcomas]. S3ao Paulo, 2012. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antdnio

Prudente].

Undifferentiated high-grade pleomorphic sarcoma (UPS), previously known as
malignant fibrous histiocytomas (MFHs), is considered as high-grade lesion that
display an aggressive clinical behavior with frequent development of distant
metastases and local recurrence. These tumors are generally characterized by
complex genomic alterations as well as intratumoral heterogeneity. The classification
of UPS is a controversial issue because these tumors share a similar morphological
pattern with undifferentiated and pleomorphic subtypes of other entities, particularly
leiomyosarcoma (LMS). The aim of this study was to evaluate the genome profile of
20 UPS and 17 leiomyosarcomas (LMS) by array-based comparative genomic
hybridization (array CGH) and correlated the findings with the clinical course and
histopathological data. Array CGH was performed using the Human 44K Agilent
oligoarrays according to manufacturer’s instructions. Data were extracted using the
Feature Extraction software, version 10.1.1.1.1, and analyzed by Nexus Software v
6.0 (BioDiscovery), with a FASST2 (Fast Adaptive States Segmentation Technique
2) algorithm. Thirty-three significant DNA copy number alterations were identified
in UPS and LMS and they were associated with clinical data. Gains at 16q24.3 and
loss at 18p11.32 were significantly detected in patients that are alive without the
disease (P = 0.043) and alive with the disease (P = 0.016), respectively. In LMS,
gains at 1q21.3, 11q12.2-q12.3 and 19q13.12 were significantly associated with
patients that dead by the disease (P = 0.001, P = 0.003 and P = 0.020, respectively).
Gains at 1g21.3 were also associated with metastasis development (P = 0.001). In
addition, gains at 17g25.1 and 19q13.43, as well as losses at 16pl1.2 were
significantly associated with local recurrence (P = 0.041, P = 0.044 ¢ P = 0.006,
respectively). Overall survival analyses showed that loss at 1q21.1-q21.2 was

significantly associated with reduced patient survival in UPS (P = 0.0019). In LMS,



gains involving 1q21.3, 6p21.32, 11q12.2-q12.3, 16p11.2, 19q13.12 and 19q13.43
were associated with decreased overall survival (P < 0.05). Although, copy number
profile of UPS and LMS was indistinguishable by unsupervised hierarchical
clustering analysis, one cluster presented significant association with poor prognosis
(P =0.022). Four genes (ARNT, PBXIP1, SLC27A3 and CCND1) were selected in
the regions altered by array CGH, three of which are mapped on 1g21. In addition,
relative copy number of ARNT, SLC27A3, PBXIP1 and CCND1 was evaluating by
qPCR to confirm the alterations found by array CGH. Gains exclusively involving
gene ARNT were detected in UPS. In overall, the findings showed a complex
interaction between UPS and LMS, while genomic profiles of the two tumors were
indistinguishable. Furthermore, we report genomic alterations associated with
prognosis and overall survival, which may contribute to better stratify these patients

for treatment.
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array.
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array.
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1 INTRODUCAO

1.1 SARCOMAS DE PARTES MOLES (SPM)

As neoplasias de origem mesenquimal sdo capazes de se diferenciar a partir
de diversos tipos celulares, tais como tecido conectivo, dsseo, cartilaginoso e os
sistemas sanguineo e linfatico (DUCIMETIERE et al. 2011). Estas neoplasias sao
classificadas histologicamente de acordo com o tecido maduro com que se
assemelham e podem ser benignas e malignas (BECK et al. 2010; GUILLOU e
AURIAS 2010). O primeiro grupo representa a maioria dos tumores mesenquimais e
apresenta uma taxa de cura muito elevada apds cirurgia. Os tumores presentes no
segundo grupo, caracterizados por sarcomas, sdo relativamente raros e
potencialmente fatais, representando um desafio diagnostico e terapéutico, uma vez
que apresentam um padrdao de crescimento invasivo e destrutivo, recidiva local e
metastases (FLETCHER et al. 2002; NAKAYAMA et al. 2007).

Os sarcomas constituem um grupo heterogéneo significativo de neoplasias
mesenquimais malignas classificadas em sarcomas de partes moles (SPM) e
sarcomas 6sseos (SO). Em 2002, a classificacao da Organizagdo Mundial da Satde
(WHO) descreveu mais de 50 subtipos histoldgicos de SPM e SO que apresentam
distintas caracteristicas clinicas, bioldgicas, histopatologicas e citogenéticas
(FLETCHER et al. 2002; BLAY e LE CESNE 2009; THWAY 2009). Em conjunto,
estes tumores representam aproximadamente 1% das neoplasias em pacientes adultos

e 15% dos tumores na infancia, sendo mais frequentes na idade adulta (OSUNA e



DE ALAVA 2009; JEMAL et al. 2010; DEMETRI et al. 2010). Nos Estados Unidos,
estima-se a ocorréncia de aproximadamente 10.500 novos casos de SPM a cada ano,
enquanto sarcomas Osseos contribuem anualmente com aproximadamente 2.600
casos (STEEN e STEPHENSON 2008; DEMETRI et al. 2010; DEMICCO e
LAZAR 2011). Nao existem dados sobre a incidéncia de sarcomas no Brasil.

Os SPM representam aproximadamente 75% de todos os sarcomas e os tipos
mais comuns incluem o sarcoma pleomorfico indiferenciado (SPI), tumor estromal
gastrointestinal (GIST), lipossarcoma (LP), leiomiossarcoma (LMS) e sarcoma
sinovial (SS) (COINDRE et al. 2001). Os sitios anatdbmicos comumente acometidos
por SPM primarios sdo as extremidades (46% nas coxas, nadegas ou virilha; 13% nas
extremidades superiores), tronco (19%), retroperitonio (15%), e cabega e pescoco
(7%) (JEMAL et al. 2010). Entre os tumores de extremidades e tronco, cerca de um
terco sdo superficiais, com um diametro médio de 5 cm, enquanto dois tercos sdo
profundos, com um didmetro médio de 9 cm. O aumento do tumor estd associado
com menor intervalo livre de metastases que diminui significativamente a sobrevida
dos pacientes. H4 uma ligeira predominancia do sexo masculino e a incidéncia pode
variar de acordo com a faixa etdria: o rabdomiossarcoma embrionario ocorre quase
exclusivamente em criangas, o sarcoma sinovial ¢ mais frequente em jovens adultos,
enquanto o sarcoma pleomorfico de alto grau, lipossarcoma e leiomiossarcomas sao
mais comuns com o aumento da idade (idade média de 65 anos) (FLETCHER et al.
2002).

Os SPM exibem um amplo espectro de comportamento biologico,
abrangendo desde tumores localmente invasivos até altamente agressivos que

progridem rapidamente para metastases, sendo letais na maioria dos casos. Um



décimo dos pacientes com SPM apresenta metastases detectaveis (mais comum em
pulmdes) ao diagndstico do tumor primario. Em geral, um terco dos pacientes com
SPM morre em decorréncia da doenga, sendo a maioria por metastase pulmonar
(FLETCHER et al. 2002; LEHNHARDT et al. 2009). Pacientes com SPM
apresentam uma sobrevida estimada de cinco anos em aproximadamente 50% dos
casos (CLARK et al. 2005).

O estadiamento tumoral e a graduagao histolégica sdo importantes parametros
para o diagnostico dos sarcomas, assim como, para predizer o curso clinico e o
planejamento de terapia. O grau histoldégico avalia o grau de malignidade e a
probabilidade de desenvolvimento de metastases a distancia, sendo que os
parametros histoldgicos mais importantes sdo a avaliacdo do grau de diferenciagdo
(de acordo com o tipo ou subtipo histologico), o indice mitdtico e a extensdo da
necrose tumoral (VAN UNNIK et al. 1993; COINDRE et al. 2001; FLETCHER et
al. 2002; CANTER et al. 2010). Alguns estudos demonstraram que pacientes com
tumores de alto grau apresentam uma melhor resposta inicial a quimioterapia em
relacdo aos pacientes com tumores de baixo grau histolégico (COINDRE et al. 1996;
EDGE et al. 2010). No entanto, a graduacao histologica em SPM apresenta um valor
limitado em predizer recorréncia local em pacientes com doenga localizada, o que
estd principalmente relacionado com o comprometimento das margens cirurgicas
(CLARK et al. 2005; LAHAT et al. 2009). O sistema de estadiamento dos SPM se
baseia na National Cancer Institute (NCI) ¢ Fédération Nationale des Centres de
Lutte Contre le Cancer (FNCLCC) (COSTA et al. 1984; GUILLOU et al. 1997). O
sistema NCI considera uma combinagdo de parametros, como tipo histoldgico,

celularidade, pleomorfismo e taxa mitdtica (COSTA et al. 1984). O sistema



FNCLCC ¢ baseado em uma pontuagdo avaliando trés parametros, incluindo
diferenciagdo tumoral, taxa mitética e area de necrose (GUILLOU et al. 1997).

A principal modalidade terapéutica em SPM ¢ a cirurgia que pode ser
associada a quimioterapia e/ou radioterapia, particularmente nos casos onde a perda
severa da funcdo do membro ¢ provavel em decorréncia da cirurgia (FLETCHER et
al. 2002; GANJOO e JACOBS 2010; NIELSEN ¢ WEST 2010). A radioterapia ¢
utilizada no controle local, reduzindo a incidéncia de recorréncia local, contudo nao
influencia o controle de micrometastases em SPM. A quimioterapia ¢ utilizada no
controle local e sist€émico dos SPM, incluindo tratamento paliativo em tumores
avancados, redu¢do do tamanho para facilitar a resseccdo do tumor primadrio,
metastases pulmonares (ou em outros sitios) e como tratamento adjuvante ou
neoadjuvante em tumores de alto grau (AGUIAR JUNIOR et al. 2009; ERIKSSON
2010). Esquemas quimioterdpicos, particularmente a combina¢do de doxorrubicina e
a ifosfamida, s3o amplamente utilizados no tratamento de SPM com melhores taxas
de resposta global (completa ou parcial) em casos de doenca metastatica (20% a
30%). No entanto, o tratamento quimioterapico traz beneficios limitados e
geralmente ndo melhora o tempo de progressao tumoral ou a sobrevida dos pacientes
(GANJOO e JACOBS 2010; ERIKSSON 2010; VERWEIJ e BAKER 2010). Estudo
realizado em no Hospital do Cancer A. C. Camargo, SP, demonstrou uma associagao
entre a terapia com quimiorradiagdo neoadjuvante e a melhora na taxa de controle
local da doenga em pacientes com SPM de extremidades (AGUIAR JUNIOR et al.
2009). Semelhante a outros estudos (FLETCHER et al. 2002; GANJOO e JACOBS

2010; NIELSEN e WEST 2010; BECK et al. 2010; ERIKSSON 2010), este também



nao detectou mudangas na taxa de metastase a distancia e na sobrevida global dos
pacientes.

Diversas sindromes genéticas também estdo associadas com o
desenvolvimento de sarcomas. A Neurofibromatose do tipo 1 (NF1) ou doenga von
Recklinghausen esta relacionada com alto risco de desenvolvimento de tumor
maligno da bainha perineural. A Neurofibromatose do tipo 2 estd associada com o
desenvolvimento de meningeomas e schwannomas. O desenvolvimento de sarcomas
de partes moles ¢ também relatado em pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni
(TP53) e do Retinoblastoma (RB1) (SKUBITZ ¢ D'ADAMO 2007).

Nas ultimas décadas o conhecimento adquirido por métodos citogenéticos e
moleculares permitiu o avango no conhecimento dos mecanismos biologicos dos
sarcomas, incluindo a diversidade de anormalidades cromossdmicas e gendmicas
revelando marcadores com potencial para serem utilizados na classificagdo e
distin¢do dos diferentes subtipos tumorais.

Analises de expressdo génica e outras técnicas em larga escala demonstraram
ser efetivas na identificagdo das vias biologicas essenciais em sarcomas especificos,
gerando resultados que podem ser traduzidos em marcadores moleculares uteis ao
diagnéstico. Em adi¢do, a disponibilidade dos bancos de dados publicos e das novas
tecnologias de sequenciamento pode acelerar este processo promovendo a
identificagdo de vias oncogénicas de particular importancia para o delineamento de
alvos terapéuticos (OSUNA e DE ALAVA 2010).

Sob o aspecto molecular, os sarcomas podem ser classificados de acordo com
a presenca ou auséncia de mutacdes especificas, ou seja, aqueles tumores com

alteracdes genéticas Unicas, como transloca¢des reciprocas, mutacdes somaticas,



delecdes intragénicas ou amplificacdes especificas, e aqueles com alteragdes
genéticas multiplas e cariotipos complexos (WARDELMANN et al. 2010). A partir
destes dois grupos, NIELSEN e WEST (2010) estratificaram os sarcomas em quatro
subgrupos de acordo com o padriao histolégico, caracteristicas clinicas, e eventos
moleculares especificos: (1) No grupo 1 estdo incluidos os sarcomas bem
diferenciados (histologia ndo pleomorfica) que exibem alteracdes genéticas nao
complexas e recorrentes, tais como translocacdes cromossdmicas (resultando na
fusdo de genes) ou mutagdes em ponto; (2) O grupo 2 inclui sarcomas que afetam
pacientes jovens e geralmente exibem histologia ndo-pleomorfica associada a
eventos citogenéticos com limitada complexidade, embora nenhum marcador
especifico tenha sido identificado; (3) O grupo 3 refere-se a sarcomas que afetam
pacientes adultos e com histologia pleomorfica associada a eventos moleculares
tumor-especificos em alguns casos, embora apresentem elevada complexidade
cariotipica; (4) O grupo 4 ¢ constituido por sarcomas que sdao frequentemente
observados em pacientes adultos, sdo caracterizados por uma histologia pleomorfica
e apresentam perfil de expressao e cariotipos complexos. Os aspectos histologicos e
moleculares para estratificacdo dos quatro grupos de sarcomas foram compilados no

Quadro 1.
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Quadro 1 - Estratificagdo dos sarcomas segundo caracteristicas histopatoldgicas e moleculares.

Grupos

Padrao histolégico

Classificacao

Alteraciao citogenética

Alteracio génica

Tumorais

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Nao pleomorficos
(bem diferenciados)

Nao pleomorficos

Pleomorficos

Pleomorficos

SS
RMA
LPM
SEW
GIST
DFBP

AD
CD
SE

LPD
TMBNP
SFM

SPI
LMS
RMP

LPP

AN

OS

FBSM

SM

t(X;18)(pll;ql1)
t(2,13)(q35;q14), (1;13)(p36;q14) ou double minutes
t(12;16)(q13;pl1) ou t(12;22)(q13;q12)
t(11;22)(q24;q12) ou t(21;22)(q12;q12)

t(17;22)(q21;q13)

NI

t(1;10)

Cariotipo Complexo

Fusdo SS18-SSX1
Fusdes PAX3-FKHR ou PAX7-FKHR
Fusdes TLS-CHOP ou EWS-CHOP
Fusdes EWS-FLI1 ou EWS-ERG
Mutagdo KIT ou PDGFRA
Fusdo COL1A1-PDGFB

NI

Amplificagdes em CDK4/MDM2
Delecoes em NF1
Amplificagdo em 3p

Intmeras alteragdes

Legenda: AD: Adamantinoma; AN: Angiossarcomas; CD: Cordoma; DFBP: Dermatofibrossarcoma protuberans; FBSM: Fibrossarcoma mixdide; GIST: Tumores
gastrointestinais; LMS: Leiomiossarcoma; LPD: Lipossarcoma desdiferenciado; LPM: Lipossarcoma mixoide; LPP: Lipossarcoma pleomorfico; OS: Osteossarcoma; NI: Nao
identificado; RMA: Rabdomiossarcoma alveolar; RMP: Rabdomiossarcoma pleomorfico; SE: Sarcoma epitelidide; SEW: Sarcoma de Ewing; SFM: Sarcoma fibroblastico
mixoinflamatério; SM: Sarcoma miofibroblastico; SPI: Sarcoma pleomorfico indiferenciado de alto grau/FHM; SS: Sarcoma sinovial; TMBNP: Tumores malignos de bainha

de nervo periférico.




Para os sarcomas caracterizados no primeiro grupo, sdo utilizados alguns
marcadores que auxiliam na classificagdo ¢ no diagnostico como observado no
Quadro 1 (BORDEN et al. 2003; SKUBITZ ¢ D'ADAMO 2007; SKUBITZ et al.
2008). Em adicdo, alvos terapéuticos baseados nos achados moleculares destes
tumores ja foram inseridos na pratica clinica, incluindo produtos génicos quiméricos
resultantes de translocagdes cromossomicas (como fatores de transcri¢do andmalos)
e da ativacdo de determinados genes em vias de sinalizagcdo especificas (como
AKT/PI3K/mTOR) (BENJAMIN et al. 2009; LEMM et al. 2009). O
desenvolvimento de Imatinib para GIST representa um exemplo de desenvolvimento
de tratamentos baseado em alteragdes moleculares cancer-especificas (VERWEIJ et
al. 2004; DEMETRI et al. 2010). Estes resultados sugerem que os ensaios clinicos
futuros para os sarcomas precisam ser projetados considerando-se os subtipos
moleculares especificos como doencas distintas (NIELSEN e WEST 2010).

Nos tumores pertencentes ao quarto grupo, ¢ observada uma heterogeneidade
genética consideravel mesmo entre os tumores com diagnostico patoldgico
semelhante (WARDELMANN et al. 2010). Este perfil gendmico complexo ¢
detectado nos leiomiossarcomas (LMS) e os sarcomas pleomorficos indiferenciados
(SPI).

A maioria dos marcadores observados em sarcomas de partes moles foi
associada com a amplificacdo de genes que apresentam papel importante no
desenvolvimento de tumores malignos (PARENTE et al. 1999). Ganhos em 12q13-
ql5 foram associados a amplificagdo de diversos genes mapeados nesta regido como
MDM2, SAS, GLI, CHOP ¢ CDK4 (SMITH et al. 1992; FORUS et al. 1993, 1995;

WENG et al. 2003). Por outro lado, perda alélica envolvendo genes supressores



tumorais foi reportada como um evento frequente em alguns tumores, como a perda
do gene WT1 em rabdomiossarcoma embrionario e do gene PTEN em sarcomas com
alteracdes gendmicas complexas (GIBAULT et al. 2010, 2012; PARENTI et al.
2012). Entretanto, foram observadas poucas regides consistentes de perdas avaliadas
por citogenética convencional incluindo delegdes em 17ql1-ql12 e 22ql11-ql12 em
neurofibromas, 13q em um subgrupo de lipomas e 5q21-q22 em tumores desmoides
(SREEKANTAIAH 1998).

Os sarcomas apresentam uma grande complexidade bioldégica com um
repertorio de moléculas envolvidas nas vias de sinalizagdo de progressao do ciclo
celular, apoptose e fatores de crescimento (DEMICCO e LAZAR 2011). Neste
contexto, recentemente as analises gendmicas e moleculares em sarcomas com
caridtipos complexos permitiram a identificagdo de novas mutagdes que podem ser
alvos moleculares para terapias (BARRETINA et al. 2010).

A via do gene supressor de tumor TP53, envolvida no controle do ciclo
celular e apoptose, ¢ um exemplo destes alvos. As mutagdes no gene TP53 sdo
comumente observadas em sarcomas pleomorficos (lipossarcoma pleomorfico,
leiomiossarcoma e SPI), e estdo associadas com caracteristicas de pior prognéstico
(GUILLOU e AURIAS 2010). Em adicdo, a expressdo aumentada de BCL-2
(proteina anti-apoptotica) € observada em até 60% dos sarcomas, revelando assim
outro mecanismo pelo qual os sarcomas podem escapar da morte celular mediada
pela p5S3 (MAHALINGAM et al. 2009). Como a quimioterapia e a radioterapia
estimulam a apoptose via p53 (via intrinseca), a interrup¢do dessa via pode ser
responsavel, pelo menos em parte, pela relativa insensibilidade dos muitos sarcomas

a estes tratamentos (DEMICCO e LAZAR 2011). Por outro lado, os genes Apo2L e
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TRAIL estdo envolvidos na via extrinseca da apoptose, mediando a apoptose
independente de p53. Estudos recentes demonstraram que receptores (TRAIL-R1)
para estas proteinas estdo expressos normalmente pela célula tumoral, ¢ em SPM
apresentaram um efeito pro-apoptotico e anti-angiogénico quando associados a
quimioterapicos (WANG et al. 2010; PICARDA et al. 2010).

Em sintese, estes alvos tumor-especificos para novos quimioterapicos
poderiam aumentar as op¢des disponiveis para o tratamento de sarcoma, assim como,
reduzir os efeitos colaterais potenciais associados com abordagens atuais de
tratamento (KIM et al. 2012). Além disso, a compreensdo do microambiente tumoral
poderia auxiliar na definicdo de novas condutas terapéuticas em sarcomas de partes

moles.

1.2 SARCOMA PLEOMORFICO INDIFERENCIADO DE ALTO

GRAU DE MALIGNIDADE (SPI)

Os sarcomas pleomorficos de alto grau de malignidade (SPI) sao tumores
mesenquimais raras que exibem grande heterogeneidade histolégica e um
comportamento clinicamente agressivo com o desenvolvimento frequente de
metastases a distancia e recidivas locais (FLETCHER 2006).

No inicio da década de 60, o termo Fibrohistiocitoma Maligno (FHM) foi
proposto para designar o grupo de neoplasias malignas pleomorficas que apresentava
um padrao de diferenciacdo celular caracteristico de histiocitos e fibroblastos, sendo
classificados em cinco subtipos histologicos (OZZELLO et al. 1963; O’BRIEN e

STOUT 1964). Desde os primeiros estudos, os FHM foram reconhecidos como um
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grupo heterogéneo de tumores com histologia variavel, destacando-se as
sobreposi¢des morfologicas dos FHM com outras lesdes pleomorficas, tais como
lipossarcoma e rabdomiossarcoma (KEMPSON e KYRIAKOS 1972; O’BRIEN e
STOUT 1964).

Por muitos anos, os FHM foram considerados os sarcomas de partes moles
mais prevalentes em adultos (WEISS e ENZINGER 1978). No entanto, estudos
clinico—patologicos, ultraestruturais, imunoistoquimicas e citogenéticos revelaram
que os FHM ndo apresentam evidéncia de diferenciacdo histiocitica verdadeira e,
portanto, ndo representavam uma entidade Unica, mas uma cole¢do complexa de
padroes morfologicos compartilhados com outras entidades de sarcomas
indiferenciados (FLETCHER 1992, 2006; FLETCHER et al. 2001; COINDRE
2006).

Embora, um progresso substancial tenha ocorrido na reclassificacdo da
maioria destas lesdes, ainda existiam SPM pleomorficos ndo eram categorizados
pelos métodos disponiveis (NASCIMENTO e RAUT 2008). Neste contexto, passou
a vigorar em 2002 a nova classificacdo preconizada pela Organizacdo Mundial da
Saude (WHO), na qual a antiga terminologia Fibrohistiocitoma Maligno foi
substituida por Sarcoma Pleomdrfico Indiferenciado de Alto Grau de Malignidade/
Fibrohistiocitoma Maligno (SPI/FHM) (FLETCHER et al. 2002). O termo FHM foi
mantido na classificacdo de 2002, a fim de proporcionar uma oportunidade para
explicar esta grande mudanga conceitual. No entanto, parece muito provavel que esta
terminologia seja substituida por completo em futuras classificagdes, uma vez que
tem sido reconhecido que esses tumores ndo t€ém qualquer relacdo com histiocitos

verdadeiros (FLETCHER 2006). Como consequéncia desta mudanga, a incidéncia
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aparente de SPI diminuiu acentuadamente ao longo dos ultimos 10 anos,
representando atualmente cerca de 5% dos sarcomas de partes moles em adultos
(FLETCHER 2006).

O SPI ¢ prevalente entre a sexta e sétima década de vida, abrangendo homens
e mulheres. Os sitios anatdmicos mais acometidos sdo extremidades inferiores,
seguidos por extremidade superior e retroperitonio. A doenga metastatica ¢
observada em 5% dos pacientes no momento do diagndstico, principalmente em
pulmdao (NASCIMENTO e RAUT 2008). Pacientes com SPI apresentam uma
sobrevida estimada de cinco anos em aproximadamente 50 a 60% dos casos
(FLETCHER et al. 2002; KRESSE et al. 2010). O aumento do tumor esta associado
com menor intervalo livre de metastase, diminuindo significativamente a sobrevida
do paciente (VASILEIOS et al. 2012).

Os SPI apresentam uma heterogeneidade morfoldgica e citoldgica sendo
caracterizados, na sua integridade ou em parte, por intenso pleomorfismo celular e
nuclear, onde se observam células tumorais gigantes, associadas as células
fusiformes e células semelhantes a histidcitos (histiocyte-like) em diferentes
propor¢des ao longo da lesdo. Os componentes de células fusiformes mais
frequentemente observados na lesdo sdo fibroblastos, miofibroblastos e células
semelhantes a musculo liso (smooth muscle-like). As células tumorais sdo
organizadas em fasciculos irregulares, entrelacados, resultando em um padrio
estoriforme associado com frequéncia a um infiltrado de células estromais
inflamatorias (FLETCHER 1992; FLETCHER et al. 2002).

Os SPI sao diagnosticados usando critérios de exclusdo, uma vez que nao ¢

possivel determinar sua histogénese pelas ferramentas clinico—patologicas e



13

moleculares atualmente existentes. Dessa forma, o diagnostico depende do tipo
especifico de tumor dando origem ao padrdo de SPI observado em microscopia
eletronica. No entanto, como quase todos os tumores nesta categoria sdo pouco
diferenciados (presenca de células pleomoérficas com caracteristicas de fibroblastos
ndo especificos ou semelhantes a histiocitos), somente uma minoria das células
tumorais pode apresentar caracteristicas ultraestruturais de uma linhagem especifica
(FLETCHER et al. 2002).

Para avaliar a patogénese dos SPI, alguns estudos investigaram o papel das
células-tronco tumorais nos processos de iniciacdo e manutengdo destes tumores.
MATUSHANSKY et al. (2007) definiram pela primeira vez uma assinatura de
células-tronco expressa especificamente em sarcomas pleomorficos indiferenciados.
Utilizando estudos funcionais, os autores demonstraram que o gene DKKI,
envolvido no desenvolvimento embriondrio, pode favorecer o processo de
transformagdo maligna, uma vez que atua como um inibidor do processo de
diferenciagdo pela via WNT nas células-tronco mesenquimais. Em um estudo
recente, WANG et al. (2012) demonstraram a importancia das vias de sinalizagdo
Hedgehog e Notch no controle da auto-renovagao de células-tronco tumorais em SPI,
sugerindo que estas células alteradas estariam associadas a evasdo ¢ a resisténcia a

quimioterapia.

1.3 LEIOMIOSSARCOMAS (LMS)

Os leiomiossarcomas (LMS) sdo neoplasias mesenquimais malignas que

representam de 10% a 15% dos sarcomas de partes moles (YANG et al. 2009;
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PEROT et al. 2010). Estas neoplasias apresentam acentuada diferenciagdo de
musculo liso e sdo histologicamente compostos por células fusiformes com nucleos e
citoplasma eosinofilico (LARRAMENDY et al. 2006). Em geral, estas células
tumorais s3o positivas para actina de musculo liso (HHF-35), desmina, calponina ¢
h-caldesmon, e negativas para miogenina (GUILLOU e AURIAS 2010).

Estas neoplasias sdo mais comuns em pacientes de meia-idade e idosos, sendo
raramente observados em criangas. Os LMS podem se desenvolver em qualquer sitio
anatdmico do corpo, assim como em tecidos viscerais (prostata, bexiga urindria e
utero) (GUILLOU e AURIAS 2010). Aproximadamente 50 a 65% dos LMS sdo
detectados em retroperitonio, cavidade abdominal e mediastino, sendo que os LMS
de retroperitonio e cavidade abdominal estdo associados a um pior prognéstico e a
sobrevida reduzida em 70 a 90% dos pacientes (MIETTINEN e FETSCH 2006).

A localizagdo tumoral tem sido associada ao comportamento clinico destes
tumores. Na maioria dos casos, os LMS localizados na derme tém melhor
prognostico quando comparados aos tumores profundos, que apresentam uma maior
taxa de mortalidade associada ao aumento de recorréncia local e metastases (YANG
et al. 2009; GUILLOU e AURIAS 2010). Em adi¢do, os LMS de alto grau de
malignidade e intenso pleomorfismo também sdo lesdes com pior prognostico,
associadas a maior taxa de recorréncia local e metastase (FLETCHER et al. 2002).

Os leiomiossarcomas podem surgir em decorréncia de infecgdes pelo virus
Epstein—Barr, particularmente em criangas e em pacientes imunocomprometidos
(pacientes transplantados ou com sindrome da imunodeficiéncia adquirida-AIDS)
(DEYRUP et al. 2006). Atualmente ndo existem terapias eficazes disponiveis

direcionados para leiomiossarcomas (BECK et al. 2010).
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1.4 ALTERACOES GENOMICAS E MOLECULARES EM
SARCOMAS PLEOMORFICOS INDIFERENCIADOS E

LEIOMIOSSARCOMAS

Um alto grau de heterogeneidade molecular e complexidade cariotipica estao
presentes nos LMS, semelhante ao observado em sarcomas pleomorficos mais
indiferenciados (DERRE et al. 2001; CARNEIRO et al. 2009; GIBAULT et al.
2010). Existem raros estudos em literatura sobre as alteracdes cromossOmicas
numéricas e estruturais em SPI e LMS, considerando-se a dificuldade de se obter
cé¢lulas em mitose, associado a morfologia dos cromossomos e ao padrio de
bandamento G de baixa qualidade. Os caridtipos relatados em literatura sdo
frequentemente complexos, podendo envolver 30-35% do genoma, onde podem ser
observados cromossomos em anel, associa¢des teloméricas, double minutes
(amplificagdes  extra-cromossOmicas),  cromossomos  dicéntricos,  regides
homogeneamente coradas (HSR) e alteragdes numéricas e estruturais (MERTENS et
al. 1998; LARRAMENDY et al. 2006; YANG et al. 2009; MITELMAN et al. 2010).

Entretanto, até o presente, nenhuma alteracdo especifica foi identificada para
ser utilizada como marcador diagnostico nestes tumores. Estudos utilizando
hibridagdo gendmica comparativa cromossomica (CGH) revelaram a ocorréncia de
alteracdes gendmicas onde se mapeiam genes associados ao processo tumoral,
incluindo oncogenes e genes supressores de tumor. O Quadro 2 sumariza os
principais estudos utilizando as metodologias baseadas na CGH em SPI e LMS.

Ganhos envolvendo 1p, 1q, 5p, 17 e 20q e perdas em 2q, 9p, 10q, 11q e 13q

tém sido frequentemente relatadas em sarcomas pleomorficos indiferenciados
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(FORUS et al. 1995; LARRAMENDY et al. 1997; MAIRAL et al. 1999; PARENTE
et al. 1999; SIMONS et al. 2000; WENG et al. 2003; LARRAMENDY et al. 2008).
Ganhos em 17q foram associados com maior sobrevida livre de doenga e de baixo
risco de desenvolver metastase a distdncia (WENG et al. 2003), enquanto os ganhos
em 1q31 e 7q32 foram associados com a diminui¢ao da sobrevida global e o aumento
do risco de metéstase e recorréncia local, respectivamente (LARRAMENDY et al.
1997).

LARRAMENDY et al. (1997) utilizaram CGH para avaliar 58 amostras de
SPI e detectaram ganhos em 1p31 (33%), 9931 (29%), Sp14-pter (26%), 7932 (24%),
Tpl5-pter (22%), 1924 (21%) ¢ 11ql4 (21%), assim como, regides minimas de
perdas envolvendo o cromossomo 13, particularmente em 13g21 (21%) e 13q22
(21%).

Em 20 SPI avaliados por CGH, PARENTE et al. (1999) relataram ganhos nos
cromossomos 1, 2, 11, 12, 13 e 16, um alto nivel amplificacdo em 1p31 e 12q15-q22.
Perdas significativas foram observadas no cromossomo 7, particularmente em 7p15-

pter, 7q21-q22 e 7q32-qter.



Quadro 2 - Relatos publicados em sarcomas pleomorficos indiferenciados e leiomiossarcomas usando as metodologias de CGH
cromossomico e CGH-array.

Entidade Tumoral Metodologia de CGH/CGH- Plataforma - Numero de Referéncia
array sequéncias plotadas

16 SPI, 22 LS, 3 SW, 1 FBS e 12 LMS CGH - Forus et al. (1995)
58 SPI CGH - Larramendy et al. (1997)
20 SPIL, 23 LS e 6 LMS CGH - Parente et al. (1999)
30 SPI CGH - Mairal et al. (1999)
34 SPI CGH - Simons et al. (2000)
Linhagem COMA CGH - Mairal et al. (2000)
27 LMS CGH - Derré et al. (2001)
28 LMS CGH - Wang et al. (2003)
39 SPI CGH - Weng et al. (2003)
Linhagem FU-MFH-1 CGH - Nishio et al. (2003)
109 SPI CGH - Chibon et al. (2003)
11 SPI CGH - Coindre et al. (2004)
1 SPI Oligoarrays Agilent-21K Weng et al. (2004)
21 SPIe9 LS CGH - Idbaih et al. (2005)
18 LMS CGH - Hu et al. (2005)
26 SPI CGH - Tarkkanen et al. (2006)
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14 LMS Oligoarrays Agilent-13K Larramendy et al. (2006)
18 LMS e 31 SPI BAC-array 42K Carneiro et al. (2009)
16 LMS e 16 SPI BAC-array 3,8K Pérot et. al.(2009)
51 LMS Oligoarray Agilent-44K Beck et al. (2010)
71 SPI, 52 LMS, 44 LPD e 16 outros SPM BAC-array 3,8K Chibon et al. (2010)
31 LMS e 109 SPI BAC-array 3,8K Pérot et al. (2010)
32 GIST e 25 LMS Oligoarray Agilent-44K Yang et al. (2010)
42 GIST e 30 LMS Oligoarray Agilent-44K Yang et al. (2010)
51 LMS, 70 SPI, 22 MF, 9 LPP e 8 RML BAC-array 3,8K Gibault et al. (2010)
44 LMS e 33 SPI BAC-array 4,6K Kresse et al. (2010)
55 LMS, 75 SPI, 25 MF, 9 LPP e 8 RML BAC-array 3,8K Gibault et al. (2012)

Legenda: FBS: fibrossarcoma; GIST: tumores gastrointestinais; LM: leiomiossarcoma; LPD: lipossarcoma desdiferenciado; LPP: lipossarcoma
pleomérfico; MF: Mixofibrossarcoma; RML: rabdomiossarcoma pleomorfico;, SPM: Sarcomas de partes moles; SP: sarcoma pleomorfico; SW:
schwanoma.
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Em outra analise, SIMONS et al. (2000) avaliaram 34 SPI e demonstraram
alteragdes gendmicas frequentes envolvendo ganhos em 1q21-q22 (69%), 17q23—
qter (41%), e 20q (66%), e perdas em 9p2l1-pter (55%), 10q (48%), 11g23—qter
(55%), e 13q10—q31 (55%). Os autores utilizaram Southern blot para avaliar a
presenga dos genes CDKN2A (9p21) e RB1 (13q14) e confirmaram os achados de
perdas por CGH neste estudo. A perda em 13q ¢ a alteracdo gendmica mais frequente
em SPI (MAIRAL et al. 1999; SIMONS et al. 2000; CHIBON et al. 2000; DERRE et
al. 2001). A via Rb estd envolvida na regulagdo da progressdo do ciclo celular. A
inativagdo do gene supressor de tumor RB1 ¢ do gene CDKN2A (necessaria para
manter a ativacdo de Rb), sdo as mudancas mais frequentes descritas em SPI
(MAHALINGAM et al. 2009; GUILLOU e AURIAS 2010). Outros tumores,
incluindo leiomiossarcomas, tumores malignos da bainha do nervo periférico e
osteossarcomas, também apresentam perda de RB1 (GUILLOU e AURIAS et al.
2010).

TARKKANEN et al. (2006) avaliaram 26 sarcomas pleomorficos 6sseos e
revelaram alteragdes envolvendo regides minimas de ganhos gendmicos em 8q21.3-
gter (35%), 9q32-qter (35%), 7922-q31 (35%), 1921-923 (31%), 7p12-pter (31%),
7cen-q11.2 (31%) e 15921 (31%). Regides minimas comuns para perdas foram
relatadas em 13q21-q22 (42%) e 18q12-q22 (27%). Foram observadas amplificagoes
recorrentes nos cromossomos 1 e 8. A analise da expressao da proteina c-MYC
(mapeado em 8q24) por imunoistoquimica foi realizada nestas amostras revelando
uma concordancia entre o aumento do numero de copias em 8q24 e expressdo

proteica do c-MYC.
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MAIRAL et al. (2000) analisaram o padrdo de alteracdes gendmicas e
estruturais na linhagem celular de SPI (COMA). A andlise por CGH revelou regides
minimas de ganhos genomicos em 1q21, 5p15, 9q, 20p, 20q, 19p ¢ 19q, assim como
perdas significativas em 7p12—q21 e 13ql4—qter. Outra linhagem de células de SPI
analisada por CGH foi a FU-MFH-1 (NISHIO et al. 2003). Os achados revelaram
amplificagdes no cromossomo 12, particularmente em 12q13-gq21. Além disso,
ganhos significativos foram observados em 5p15.3, 6q11-ql4 e 8q12-q21.2 e perdas
em 9q31-q33.

CHIBON et al. (2003) analisaram pela CGH uma série de 109 amostras de
SPI utilizando um software delineado para agrupamentos, na tentativa de classificar
estes tumores. Foi observado um alto nivel de amplificacdes em 12ql4-ql15
associado com a amplificacdo em 1p32 ou 6q23. Estes achados sdo similares aos
descritos em lipossarcomas bem-diferenciados sugerindo que SPI sdo lipossarcomas
desdiferenciados. Em adigdo, os autores sugeriram que a perda de diferenciacio
nestes tumores pode ser consequéncia de amplificacdes em genes localizados tanto
em 1p32 como em 6g23, como o gene ASK1 (mapeado em 6q23) amplificado nestes
tumores.

Em leiomiossarcomas, os estudos de CGH revelaram alteragcdes genOmicas
recorrentes envolvendo ganhos nos cromossomos 1, 5, 6, 8, 15, 16, 17, 19, 20, 22,
perdas nos cromossomos 1p, 2, 3, 4, 6q, 8, 9, 10p, 11p, 12q, 11q, 13, 16, 17p, 18 19,
22q e amplifica¢des nos cromossomos 1, 5, 8, 12, 13, 17, 19, 20 (FLETCHER et al.
1999; SANDBERG 2005; YANG et al. 2009). Algumas alteracdes foram associadas
com pior prognoésticos, tamanho tumoral e disseminagdo metastatica, incluindo as

perdas em 13ql4-q21. Ganhos em S5pl4-pter foram relacionados a sobrevida
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diminuida (WANG et al. 2003). As perdas em 2p, 10q e 12p, assim como ganhos em
1q, 5p el7p, foram associados com o desenvolvimento mais agressivo dos LMS (HU
et al. 2001, 2005).

ESPINOSA et al. (2011) avaliaram o padrao de expressdo das proteinas CSF1
e a presenca de infiltrado macrofagico associado ao tumor (TAM) em um TMA
contendo 149 amostras de LMS. Os resultados obtidos sugeriram uma importante
associagcdo entre a expressdo de CSF1 e a presenga de infiltrado TAM com a
angiogénese patoldogica em LMS. Em adigdo, a expressdo de CSF1 foi associada com
pior progndstico em um subgrupo de LMS (LEE et al. 2008; ESPINOSA et al.
2009). Alguns marcadores moleculares que afetam o prognostico de pacientes em

SPI e LMS foram compilados no Quadro 3.



Quadro 3 - Marcadores moleculares que afetam o prognostico de pacientes em SPI e LMS.

Referéncia Marcador
Konomoto et al. TP53
(1998)
Kawaguchi et al. CDKN2A
(2003)
Kawaguchi et al. DAP kinase, TP53
(2004)
Francis et al. (2007)  Genes associados a hipoxia
(HIF1A)

Maeda et al. (2008) CXCR4
Tsiatis et al. (2009) MYC
Lahat et al. (2011) MAP2K1, AKT1

Carneiro et al. EZR
(2009)

Subtipo

Histologico
LMS

LMS
LMS
SPI
SPI
LMS
SPI

LMS, LPS, SS e
UPS

Marcador de expressao
Expressdo do gene TP53
Auséncia de expressdo do gene CDKN2A
Expressdo do gene DAP kinase

Aumento da expressdo de genes associados a
hipoxia

Aumento de expressdo do gene CXCR4
Expressao do gene MYC

Aumento da expressao dos genes MAP2K1 e
AKT1

Expressao do gene EZR

Valor prognéstico
Pior progndstico
Pior progndstico
Pior progndstico
Metastase a distancia

Pior prognostico
Pior prognostico

Recorréncia local e metastase a
distancia

Fonte: Adaptado de PENNACCHIOLI et al. (2012).
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Diferente da CGH cromossomica, a metodologia de CGH-array permite a
identificagdo precisa da regido e dos genes envolvidos em perdas heterozigotas e
homozigotas, ganhos e amplificacdes, podendo ser utilizada como estratégia
metodologica para classificar diferencialmente os sarcomas pleomorficos
indiferenciados de outros sarcomas, incluindo leiomiossarcomas.

Utilizando CGH-arrays em uma plataforma contendo 21.632 sequéncias de
cDNA humanos, WENG et al. (2004) demonstraram ganhos significativos em 6q21-
q23, 8p2l-pter, 8q24-qter, e 12ql3-q21, sugerindo a presenga de oncogenes
mapeados nestas regides e relacionados com a tumorigénese dos SPI. Os mesmos
autores relataram previamente a associacdo de ganhos em 17q, particularmente
17921, com sobrevida aumentada e baixa incidéncia de metastase em pacientes com
SP (WENG et al. 2003). NAKAYAMA et al. (2007) avaliaram o padrio de
expressao génica em larga escala (cDNA microarray) em 105 amostras classificadas
em 10 subtipos de sarcomas. Os resultados obtidos confirmaram a heterogeneidade
do perfil de expressao génica dos SP e concluiram que a maioria destas neoplasias
pode ser reclassificada em subtipos pleomorficos de outros sarcomas.

Novas informagdes moleculares podem levar a reclassificacdo de muitos tipos
tumorais. Neoplasias previamente classificadas como SPI mostraram ter padrdes de
expressdo génica similares a outros tumores, principalmente leiomiossarcomas e
lipossarcomas (COINDRE et al. 2004; CARNEIRO et al. 2009; GIBAULT et al.
2010). FLETCHER et al. (2001) reclassificaram por métodos histologicos 100
amostras previamente classificadas como SPI ¢ demonstraram que o diagnéstico
mais comum foi de mixofibrossarcomas (n=29), seguido por leiomiossarcomas

(n=20). Em uma reavaliac¢do destes achados, outro estudo comparou amostras de SPI
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em leiomiossarcomas utilizando imunoistoquimica para diversos marcadores de
musculo liso (desmina, actina musculo liso-SMA, actina musculo-especifica). O
exame de microscopia eletronica revelou que aproximadamente metade dos casos de
SPI apresentava uma propor¢ao de células miofibroblésticas e a outra metade das
amostras apenas fibroblastos ou células tumorais desdiferenciadas. Dessa forma, a
maioria das amostras de SPI ndo apresentou caracteristicas de diferenciagdo para os
marcadores de musculo liso e miofibroblastos, sugerindo que estes tumores poderiam
ser agrupados como mixofibrossarcomas e leiomiossarcomas pleomorficos
(HASEGAWA et al. 2003).

Em estudo realizado por BAIRD et al. (2005), a analise de clusterizagdo
hierarquica ndo-supervisionada em amostras de SPI identificou dois grupos distintos:
tumores com perfil muscular (miosina X, sarcoglicanas 3, tenascina C) e um segundo
grupo revelou um perfil com genes associados resposta imune (HEM1, MX1,
DAP10). Os subtipos mixoéide e pleomorfico-estoriforme foram agrupados nestes
dois grupos de tumores, sugerindo que a distingdo entre os SPI com diferenciagao
miogénica e caracteristicas inflamatdrias pode ser de relevancia clinica (BAIRD et
al. 2005).

Alteragdes gendmicas similares e uma sobreposi¢ao de fendtipos baseados na
expressdo de proteinas por imunoistoquimica foram descritas nos SPI e LMS,
sugerindo a existéncia de uma via oncogénica comum nestes dois grupos (PEROT et
al. 2010). A revisdo realizada por GUILLOU e AURIAS (2010) compilou os
principais estudos utilizando hibridacdo gendémica comparativa cromossomica
(CGH) em SPI e LMS. Estes estudos revelaram que genes localizados nestas regioes

poderiam estar envolvidos nestes processos tumorais incluindo perdas em 1q32.1,
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2p25.3, 2q36-q37, 8p23, 9p, 10921-g23, 11922, 13q14-g21,16q11 e 16923; ganhos
em 1p36-p31, 1q21-q24, 2p, 4p16, 5p, 5q34, 6q, 7p15-p22, 7q21-qter, 17q, 9q, 14q,
16p13, 17q, 19p13, 19q13.11-q13.2, 20q e 21q, assim como, alto nivel de ganhos nos
loci 1p33-p34, 12ql13-ql5, 17cen-pl12 e 17pl3-pter (DERRE et al. 2001;
LARRAMENDY et al. 2008; CARNEIRO et al. 2009).

Entre estas alteragdes comuns, foram descritas as delecdes envolvendo os
cromossomos 10 e 13, sugerindo a participacdo dos genes supressores tumorais
PTEN e RB1, respectivamente (CHIBON et al. 2000; HU et al. 2005; GUILOU et al.
2011). Em adigdo, a dele¢do no cromossomo 17 e/ou mutacdes do gene TP53
também sdo eventos frequentemente associados a sarcomatogénese (YOO et al.
1997; PEROT et al. 2010; ITO et al. 2011).

Apesar das andlises citogenéticas em literatura terem revelado alteracdes
gendmicas complexas, nenhuma evidéncia de alteragdo cromossomica especifica foi
observada em sarcomas pleomorficos, dificultando a identificacdo e a caracterizagdo
clinica destes tumores. Assim, uma abordagem citogenética molecular aliada ao
conhecimento da biologia do tumor, poderiam ser parametros Uteis ao diagnostico e

prognostico dos SPI.
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2 JUSTIFICATIVA

Os sarcomas pleomorficos indiferenciados de alto grau sdo neoplasias
malignas agressivas que apresentam um comportamento clinico variavel. Estudos
recentes utilizando varias abordagens metodoldgicas demonstraram que este tumor
ndo apresenta diferenciagdo histiocitica verdadeira e, portanto, ndo representa uma
unica entidade, mas um grupo heterogéneo de subtipos pleomorficos de outros
sarcomas. Entretanto, até o momento, ndo foi estabelecido nenhum marcador util
para o diagndstico clinico destes tumores, sendo que a distingdo entre os diferentes
subtipos ¢ realizada pela aparente auséncia de diferenciagdo especifica. Além disso,
estes tumores ndo apresentam um comportamento bioldgico distinto, particularmente
quanto a recorréncia local e metastase. As caracteristicas clinico-patologicas dos SPI,
apesar de apresentarem uma diferenca histologica, podem ser estritamente
relacionadas com  outros sarcomas pleomorficos, particularmente  os
leiomiossarcomas. Neste estudo, foi realizada a triagem de alteragdes genomicas em
amostras de SPI e LMS utilizando a metodologia de CGH-array. Os resultados
obtidos foram comparados com o seguimento clinico dos pacientes e dados
histopatologicos dos tumores. A caracterizagdo molecular destes tumores pode levar
a identificacdo de genes candidatos a marcadores para o diagnostico e prognéstico

diferencial entre os SPI e LMS.



3

3.1

27

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar o perfil de alteragdes no nlimero de copias gendmicas (ganhos e

perdas) para a determinacdo de candidatos a biomarcadores em sarcomas

pleomorficos indiferenciados e leiomiossarcomas.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar um subconjunto de genes mapeados nas regides alteradas;
Comparar as sequéncias gendmicas alteradas com informagdes disponiveis
em bancos de dados para avaliar a fung@o de genes selecionados e determinar
seu envolvimento em vias e redes bioldgicas associadas ao desenvolvimento
de sarcomas humanos;

Associar os resultados da pesquisa com os dados clinicos e histopatologicos
de cada paciente (seguimento clinico, desenvolvimento de metastase a
distancia, presenga de recorréncia local, grau de diferenciagdo histoldgico e

estadiamento clinico).



28

4 MATERIAL E METODOS

41 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A casuistica selecionada foi de 111 casos, porém, ap6s revisdo histologica e
dos prontudrios, verificou-se que 67 amostras eram provenientes de pacientes que
receberam tratamento prévio ou em que nao foi possivel a obtencdo de DNA de
qualidade ou quantidade suficiente para o estudo. A casuistica final deste projeto
compreendeu 37 amostras de tecidos congelados, pertencentes a 36 pacientes,
incluindo 20 sarcomas pleomorficos indiferenciados e 17 leiomiossarcomas. Os
espécimes utilizados neste estudo fazem parte do Banco de Tumores do Hospital A.
C. Camargo (33), SP e do Hospital de Cancer de Barretos (4), SP e foram coletadas
entre 2000 e 2010. Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa de
ambos os Hospitais (CEP HACC 1105/08 ¢ CEP HCB 307/2010). As aliquotas de
acidos nucléicos foram obtidas do Banco de Amostras do Hospital AC Camargo, Sao
Paulo - SP, sob responsabilidade da Dra. Dirce Carraro. Aquelas obtidas do Hospital
de Cancer de Barretos, SP contaram com a colaboragdo do Dr. André Lopes
Carvalho e Dr. Cristovam Scapulatempo Neto.

Todos os casos foram reavaliados pela patologista Dra. Isabela da Cunha
Werneck, Departamento de Patologia, Hospital AC Camargo, SP. O critério
diagnoéstico foi baseado nas recomendagdes da Organizagdo Mundial da Saude e
levou em consideragdo a morfologia e os resultados da andlise da expressdo de

proteinas especificas por imunoistoquimica (FLETCHER et al. 2002). O grau
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histologico foi definido segundo as recomendac¢des da Federation Nationale des
Centres de Lutte Contre le Cancer (FNCLCC), que utiliza trés variaveis: indice

mitotico, necrose tumoral e diferenciacao celular (GUILLOU et al. 1997).

4.2 EXTRACAO DE DNA

As amostras de DNA foram obtidas para a realizagdo dos experimentos de
CGH-array. O método de isolamento do DNA consistiu na digestdo da amostra com
proteinase K, extra¢do das proteinas e dos acidos graxos pela acdo de solventes
organicos (fenol/cloroférmio) e precipitagdo com etanol 100%.

Apods a extragdo do DNA, as amostras foram tratadas com RNAse A de
acordo com protocolo do MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit
(Epicentre Biotechnologies) com o objetivo de eliminar RNA contaminante capaz de
inibir a quantificacdo e com qualidade para as reacdes de hibridacdo. As amostras
foram quantificadas em espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher

Scientific Inc.) e a qualidade foi avaliada em gel de agarose 0,8%.

43 CGH-ARRAY (ARRAY-BASED COMPARATIVE GENOMIC

HYBRIDIZATION)

4.3.1 Marcaciao das Amostras
As alteragdes no numero de copias de DNA foram gerados utilizando-se a
plataforma Human Genome CGH Microarray 4x44K (Agilent), a qual contém

sequéncias com 60pb com um espacamento médio de aproximadamente 74Kb. Essa
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plataforma possui aproximadamente 45.015 sondas que mapeiam genes bem
caracterizados, particularmente envolvidos em cancer, assim como, sequéncias
codificadoras e nao codificadoras (http://www.chem.agilent.com). O DNA gendmico
comercial masculino (Promega), o qual ¢ constituido por DNA proveniente de
multiplos doadores, foi utilizado como referéncia nos experimentos.

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados 500ng de DNA e a
marcagdo das amostras baseou-se no padrio de qualidade apresentado em gel de
agarose 0,8%. Amostras tumorais com banda de DNA intacta foram submetidas a
marcacdo pelo Kit Agilent Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit (Agilent), de
acordo com especificagdes do fabricante. Inicialmente foi realizada uma diluicao
para um volume final de 22,2 pL e as amostras foram submetidas a uma etapa de
digestdo enzimatica randomica em reagdo contendo 2,3ul de 10x Buffer C, 0,2ul
BSA Acetilado e 0,5uL das enzimas Alul e Rsal (Prodimol), totalizando 26puL de
volume da reagdo. As reagdes contendo amostras tumorais foram incubadas a 37°C
por um periodo que variou de 1 a 2 horas, dependendo da integridade da banda de
DNA em gel de agarose, € 65°C por 20 min. A reag¢do contendo o DNA de referéncia
foi incubada a 37°C por 2 horas e 65°C por 20 min em todos os procedimentos. Em
seguida, foram adicionados 5ul. de Random Primer e as amostras foram
desnaturadas a 95°C por 3 min e transferidas para o gelo. A marcacdo foi realizada
com a adigdo de 10uL de 5x Buffer, SuL do ANTP mix, 1uL da enzima Exo-Klenow
e 3ulL de Cy3 dCTP para amostras tumorais ¢ Cy5 dCTP para a referéncia
(Amersham). As reagdes foram incubadas a 37°C por 2 horas, 65°C por 10 min e

mantidas em gelo. A purificacdo foi realizada em mini-colunas de celulose
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(Microcon YM-30, Millipore) de acordo com instrugdes do fabricante e eluidas em

50uL de TE (tampao Tris-EDTA); 1x pH 8,0 (Prodimol).

4.3.2 Hibridacio e Lavagem

A intensidade de marcagdo e o rendimento da reagdo foram avaliados para
todas as amostras utilizando o NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) sendo
combinadas as amostras tumoral e referéncia com eficiéncias de marcacgao
semelhantes. Adicionou-se a cada reagdo Human Cot DNA humano (Invitrogen),
10X aCGH Blocking Agent (Agilent) ¢ 2X Hi-RPM Hybridization Solution
(Agilent). A mistura de hibridagdo foi desnaturada a 95°C por 3 min e incubada a
37°C por 30 min em banho seco. Foram adicionados 100uL da mistura final as
laminas. A lavagem das mesmas ocorreu em banhos consecutivos nas solugdes de
Wash Buffer 1 por 5 min, Wash Buffer 2 por 1min, Acetonitrila por 10seg e

Stabilization and drying solution por 30 seg.

4.3.3 Extracio e Analise dos Dados de Cgh-Array

A captura das imagens foi obtida apds o uso do DNA microarray Scanner
with Surescan High Resolution Technology (Agilent Technologies) e o Scan Control
Software 8.1. Foi utilizado o Software Feature Extraction v10.1.1.1 (Agilent
Technologies) para a extracdo dos valores de intensidade a partir das imagens
geradas pelo sistema. O programa também possibilita a aplicacdo de testes de
qualidade das hibridagdes (relatérios QC Reports). Este procedimento também faz as
correcdes necessdrias dos valores de intensidade provenientes de cada corante

(usando o algoritmo Lowess), para eliminar as diferencas de eficiéncia da emissdo
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dos corantes fluorescentes Cy3 e Cy5; assim como a subtragdo do background local
(valor de intensidade ao redor de cada spot).

A analise dos dados foi realizada utilizando o programa Nexus version 6.0
(Biodiscovery). Este programa executa dois niveis de analise computacional: (1) O
primeiro identifica as regides de ganho ou perda em uma Unica amostra; este
processo ¢ comumente referido como segmentagdo. O proximo nivel combina os
resultados de todas as amostras para responder a questoes mais elaboradas referentes
a populagdo. Por exemplo, qual ¢ a regido minima de sobreposi¢ao entre as amostras,
quais vias sao afetadas nesta regido aberrante. Em adi¢do, cada sonda na plataforma
se refere a uma regido do genoma e esta informagdo de mapeamento esta disponivel
para o software, juntamente com os valores de intensidade de cada sonda obtidos nos
experimentos (tumor x controle). Dessa forma, o algoritmo de segmentacao realiza a
compilacdo destas informagdes, permitindo a avaliagdo da razdo logaritmica (log,)
da intensidade normalizada do numero de copias entre amostra alvo (tumoral) em
relacdo a amostra referéncia (controle).

Para a analise dos dados foi utilizado o algoritmo FASST2 (Fast Adaptive
States Segmentation Technique 2), considerando-se o limiar de significancia de
1,00E” ¢ o maximo espagamento entre sondas adjacentes antes de realizar a quebra
de um segmento de 1Mb. Foram consideradas cinco sondas consecutivas alteradas
para a determinagdo de um segmento como alterado quanto ao nimero de copias. Os
limiares considerados para ganhos de uma cdpia, ganhos de duas ou mais copias (alto
nivel de ganhos), perdas de uma copia e perdas de duas copias (delecdo homozigota)
foram 0,2; 0,6; -0,2 e -1,0, respectivamente. As amostras foram agrupadas com a

utilizacdo do algoritmo Complete Linkage Hierarchical ¢ os cromossomos sexuais
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foram excluidos da analise. O algoritmo STAC (Significance Testing for Aberrant
Copy Number) foi usado para identificagdo da frequéncia global de alteragdes no
numero de copias (DISKIN et al. 2006).

As regides alteradas foram comparadas a CNVs (do inglés, Copy number
variations) presentes no DGV (do inglés, Database of Genomic Variants;
http://projects.tcag.ca/variation/) e posteriormente classificados como comuns
(regides com tamanho superior a 100kb e presentes no DGV com frequéncia maior
ou igual a 1%), raras (regides com tamanho superior a 100kb e presentes no DGV
com frequéncia menor ou igual a 1%) e novas raras (regides com tamanho superior a

100kb e ausentes no DGV).

44 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (qPCR)

Para a analise de qPCR foram desenhados oito pares de iniciadores (primers)
representativos de quatro genes que se encontravam alterados na analise de CGH-
array (ARNT-P1, ARNT-P2, ARNT-P3, PBXIP1-P1, PBXIP1-P2, SLC27A3-Pl1,
CCND1-P1 e CCND1-P2). As sequéncias genomicas de DNA de regides candidatas
foram obtidas a partir do website Ensembl Genome Browser (GRCh37/hgl19 Human
Reference Assembly; Fevereiro de 2009). A Tabela 1 apresenta os dados das sondas e
as sequéncias dos iniciadores utilizados para a analise de qPCR.

Os iniciadores foram desenhados usando o programa Primer-Blast (disponivel
em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). As curvas-padrdo foram
realizadas para determinagdo da eficiéncia de amplificag¢do (90-110%), usando cinco

pontos de dilui¢des seriadas de amostras de DNA (1:4, de 80ng a 0,31ng). Para
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maior precisdo das reacdes de amplificacdo, foi utilizado o pipetador automatico
QIlAgility (Qiagen, Courtaboeuf, France). As reagdes foram realizadas em um
volume total de 12,5ul contendo Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems; Foster City, CA), 20ng de DNA e 200nM de cada iniciador (foward e
reverse). Todas as amostras foram analisadas em duplicata e submetidas as seguintes
condi¢des: aquecimento inicial de 95°C por 10 minutos; 40 ciclos a 95°C por 15
segundos, 60°C por 1 minuto. Para as reagdes foi utilizado o equipamento 7500 Real
time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA). A qualidade de
amplificacdo foi verificada pela andlise da curva de dissociacdo (avaliagdo da
especificidade) e comparagdo de variagdes nas duplicatas, onde amostras que
apresentaram diferencas no valor de quantificagdo do ciclo (Cq) maior do que 0,5
foram reavaliadas. Um pool de DNA de amostras de sangue periférico de individuos
saudaveis foi incluido em todas as placas para cada par de iniciadores testado

(referéncia calibradora entre cada placa).
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Tabela 1 - Genes selecionados para as amplificagdes pela qPCR e os iniciadores

testados para cada um deles.

Identificacdo da Sonda *

Marcadores

Sequéncias dos iniciadores (Primers)

ARNT
A_14_P136306

A_14_P138897
A_14_P135828

PBXIP1
A_14_P200039

A_14_P135389

SLC27A3
A_14_P120830

CCND1
A_14_P124581

A_14_P102675

ARNT P1
ARNT P2

ARNT P3

PBXIPI P 1

PBXIP1 P2

SLC27A3 P 1

CCNDI P 1

CCND1 P2

F: 5’-GATAAGGAGCGGTTTGCCAGGTA-3’

R: 5’-AGTCAATATGCTAGGACTGTCTGGT-3’
F: 5’-TCTCCCGACACAACATTGAGGGT-3’

R: 5’-TGGTAGCCAACAGTAGCCACACA-3’

F: 5’-ACCTGGATGGGGCTTCTCTTTCT-3’

R: 5’-TAGGCTGTCATCTTGTTCCGTCG-3’

F: 5’>-TCAGGGACCTCAGCAACTATGGC-3’

R: 5’-GACCCACCAAGAAAGAAGCCCAG-3’

F: 5’-AGGGAAGGGTGGAGATTAGACAGCA-3’
R: 5’-CACCTCTTCTCCCAAGCCAGCA-3’

F: 5’-GGTAAGCCAGCAGTCCCCATT-3’
R: 5’-ACATCCTTTAGCAACTTCCCCTGG-3’

F: 5’-CGCCCTCGGTGTCCTACTTCA-3’
R: 5’-TAAGAGAGCCGCCCGAAGCC-3’
F: 5°-TGGGGTGTACTTGGTCTGTGCT-3’
R: 5’-GCTTGGCTCACTCGGGAAGG-3’

Legenda: *Identificacdo da sonda presente na plataforma de 4 x 44K microarrays (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA, G4413A).

Dez amostras de DNA obtidos de sangue periférico de individuos saudaveis

foram incluidas como uma referéncia de controle bioldgico, em adi¢do as amostras

tumorais (16 SP e 11 LMS) previamente avaliadas na analise de CGH-array. O

nimero relativo de copias do DNA foi obtido utilizando o GAPDH como gene-

referéncia, de acordo com o modelo de Delta-delta Cq (LIVAK ¢ SCHMITTGEN

2001), conforme as equacdes descritas abaixo:

L.

II.

III.

IV.

A(:q(teste) = Cq(teste, alvo) ~ Cq(Teste, referéncia)

A(:q(calibradm‘zl) = Cq(calibrador, alvo) ~ Cq(calibrador, referéncia)

AACq (teste; calibradora) — ACq(teste) - ACq(calibrador)

QR — Z-AACCI
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Onde:

ACq = Diferenga entre o Cq obtido para os genes alvo e referéncia realizado para a
amostra calibradora e a amostra teste;

AACq = Diferencga entre o ACq da amostra teste com o ACq da amostra calibradora;

QR = Valor da quantificagao relativa do nimero de copias do DNA normalizado.

Ao final, o QR das amostras foi dividido pela mediana do QR das referéncias
bioldgicas (n=10) para cada gene alvo, de modo a permitir a normalizagdo dos
valores de acordo com estes controles. Baseado no valor teérico para células
diploides, o intervalo de numero de copias estabelecido foi 0,5 para perda de uma
copia e 1,5 para ganho de uma cdpia. Devido a variagdes técnicas, acrescentou-se
10% ao valor esperado para perda (<0,55) e diminuiu-se 10% do valor esperado para

ganho (>1,35). O intervalo entre esses valores foi considerado como normal.

45 ANALISES ESTATISTICAS

As comparagdes entre os diferentes grupos baseados em dados clinico-
patoldgicos e alteragdes moleculares foram realizadas no programa Nexus Copy
Number software version 6.0 (Biodiscovery, Inc., El Segundo, CA, USA) com a
utilizagdo do teste exato de Fisher e teste t Student com valor de P < 0,05 para
determinagdo de significancia. A associacdo entre as alteracdes moleculares
significativas nos grupos tumorais e a sobrevida foi realizada pelo método de
Kaplan-Meier (teste de Log rank) nos 37 casos com dados disponiveis. A sobrevida

global (OVYS) foi calculada considerando o tempo de seguimento dos pacientes, que
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variou de 22,1 e 38,8 meses para a SPI e LMS, respectivamente. As analises
estatisticas dos dados para qPCR foram realizadas usando Graphpad Prism 5
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Foi realizada uma analise multivariada

utilizando de regressao de Cox.
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S RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E PATOLOGICAS

As 37 amostras tumorais incluidas neste estudo foram provenientes de
bidpsias (seis casos), resseccdo do tumor primario (20 casos) e de recidivas (11
casos). Nos casos de recidiva, a lesdo primaria foi operada em outro servico. Em
todos os casos, os pacientes ndo receberam tratamento quimioterapico ou
radioterapico prévios a obtencdo da amostra. Um paciente foi diagnosticado como
portador da Sindrome de Li-Fraumeni (LMS22) pelo Servico de Oncogenética do
Hospital do Cancer AC Camargo, SP. A idade média dos pacientes foi de 59,3 anos
(variando de quatro a 90 anos); sendo 15 do sexo feminino e 22 do sexo masculino.
Uma parcela significativa destes tumores localiza-se no retroperitonio (13 casos) e
nas extremidades inferiores (14 casos). A maioria dos casos foi classificada como de
alto grau histologico (G2 e G3), sendo que apenas dois casos de LMS (LMSI5 e
LMS21) foram classificados como de baixo grau (GI). O tempo médio de
seguimento clinico foi de 29,8 meses (variando de um a 109 meses). Quinze
pacientes receberam apenas tratamento cirurgico (cinco SPI e 10 LMS), seis foram
submetidos a tratamento neoadjuvante (quatro SPI e dois LMS) e 16 foram
submetidos a tratamento adjuvante (11 SPI e cinco LMS). A Tabela 2 sumariza as

informagdes clinico-patoldgicas de cada paciente.



Tabela 2 - Dados clinicos e patoldgicos dos pacientes incluidos no estudo: 20 sarcomas pleomorficos indiferenciados (SPI) e 17
leiomiossarcomas (LMS).

Origem do material . Grau Recorréncia Metastase a Tratamento Seguimento
Caso Idade Sexo Topologia TNM . . o
coletado Histologico local distancia (QT ou RT) (meses)
SP 1% 51 F Recorréncia Extremidade inferior ~T1aNOMO I Presente - 0 VSD (108)
SP 2* 52 F Recorréncia Retroperitonio T2bNOMO I Presente - 2 OPD (33)
SP 3% 49 M Recorréncia Retroperitonio T2bNOMO III Presente - 2 OPD (22)
SP 4% 90 M Tumor primario Extremidade inferior T2aNOMO 1T - - 2 OPD (8)
SP 5 50 M Recorréncia Retroperitonio T2bNOMO I Presente - 2 OPD (8)
SP 6 56 M Tumor primario Extremidade inferior T2bNOMO I - - 2 VSD (44)
SP 7* 58 F Recorréncia Cabega e pescogo T2aNOMO I Presente - 2 VSD (29)
SPp 8%+ 63 M Tumor primario Cabega e pescogo T1aNOMO I - - 2 OPD (15)
SP 9% 72 M Tumor primario Extremidade inferior = T2bNOMO I - - 1 VSD (30)
SP 13* 63 M Recorréncia Extremidade inferior T2bNOMO I Presente Pulmao 1 OPD (18)
SP 14* 32 F Tumor primario Tronco T1aNOMO I - - 0 VSD (30)
SP 15* 80 M Recorréncia Retroperitonio T2bNOMO III Presente - 0 VSD (11)
SP 16* 60 M Tumor primario Tronco T2aNOMO I - - 1 VSD (1)
SP 17 56 M Tumor primario Extremidade inferior T2bNOMO I - - 1 VSD (20)
SpP 18° 63 M Tumor primario Extremidade inferior T2bNOM1 I - Pulméo e adrenal 2 OPD (7)
SP 19 77 M Tumor priméario Extremidade superior T2bNOMO I - - 2 VSD (33)
SP 20* 41 M Tumor primario Retroperitonio T2bNOMO I - - 2 VSD (6)
SP 21* 82 F Tumor primario Extremidade inferior T2bNOMO I - - 0 OPD (3)
SP 22* 78 M Tumor priméario Extremidade superior T2bNOMO I Presente Pulméo 0 VCD (11)
SP 23* 60 M Recorréncia Extremidade inferior T2aNOMO I Presente Pulméo e ossos 2 VCD (5)
LMS 3 60 F Recorréncia Extremidade superior T1aNOMO II Presente - 0 VSD (64)
LMS 4* 89 F Recorréncia Tronco T2bNOMO II Presente Pulmao 0 OPD (12)
LMS S 77 F Tumor primario Tronco T2bNOMO I - Pelvis 0 OPD (54)
LMS 6 54 F Tumor primario Retroperitonio T2bNOM1 I Presente Figado 2 OPD (15)
LMS 7* 37 M Tumor primario Extremidade inferior T1aNOMO 111 - - 1 VSD (45)
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LMS 8 61 F Tumor primario Retroperitonio T2bNOMO 111 - - 0 OPD (28)
LMS9 62 M Tumor primario Extremidade inferior ~T2bNOMO II - - 2 VSD (99)
LMS 15% 49 M Tumor primario Extremidade inferior T2bNOMO I - - 0 VSD (65)
LMS 16% 50 M Recorréncia Retroperitonio T2bNOMO I Presente - 0 VSD (109)
LMS 17 48 M Tumor primario Retroperitonio T2bNOMO I - - 0 VSD (4)

LMS 18* 61 M Tumor primario Retroperitonio T2bNOMO I Presente Peritonio 2 VCD (36)
LMS 19"* 4 M Tumor primario Extremidade inferior T2bNOMO I - - 2 VSD (25)
LMS 20* 81 F Tumor priméario Extremidade inferior T2bNOM1 I - Pulmao e parede abdominal | OPD (10)
LMS 21* 52 F Tumor primario Retroperitonio T2bNOMO I - - 0 VSD (23)
LMS 22" 74 F Tumor primario Retroperitonio T2bNOMO I - - 0 VSD (2)

LMS 23* 45 F Tumor primario Retroperitonio T2bNOMO I Presente - 0 VSD (21)
LMS 24* 58 F Tumor primario Extremidade superior T2aNOMO 111 - - 2 VSD (48)

Legendas — VCD: Vivo com doenga; VSD: Vivo sem doenga; OPD: Obito pela doenga.

0: Cirurgia; 1: Neoadjuvante; 2: Adjuvante.
* Tumores pertencentes a0 mesmo paciente.
® Pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni.
*Casos usados para validagdo por PCR quantitativa em tempo real.
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Todos os casos de sarcomas de alto grau histologico com morfologia
fusocelular e pleomorfica, negativos para os imunomarcadores musculares (como
AML, HHF35 e desmina), vasculares (CD34, CD31), epiteliais (EMA ¢
citoceratinas) ¢ de diferenciagdo neural (proteina S100) foram classificados como
Sarcomas Pleomérficos indiferenciados (SP2, SP4, SP9, SP15, SP20, SP21, SP22 e
SP23). Foram também considerados como SPI os casos com morfologia totalmente
pleomorfica e expressdo apenas focal de marcadores musculares (SP7, SP14, SP17,
SP18 e SP19). Nao foram realizadas analises de imunoistoquimica nos casos SP3,
SP5 e SP8, porém, a morfologia completamente pleomorfica permitiu sua
classificagdo como SPI.

Os casos de leiomiossarcomas apresentaram morfologia variando da forma
classica de feixes entrecortados até uma morfologia mais pleomorfica, mas mantendo
expressao moderada de marcadores musculares (AML, HHF35 ou desmina). Casos
com morfologia pleomorfica, mas com areas de feixes associados a expressao focal
de marcadores musculares (AML, HHF35 ou desmina) foram considerados como
LMS (LMS6, LMS7, LMS16 e LMS20).

Trés sarcomas pleomorficos indiferenciados (SP1, SP13 e SP16)
apresentaram 4reas mixoides focais, podendo eventualmente corresponder a
mixofibrossarcomas de alto grau histologico. Um caso (SP6) de extremidade inferior,
embora classificado como SPI, poderia também ser classificado como lipossarcoma
mixoide. Entretanto, como ndo foram observados componentes de lipossarcomas
bem diferenciados justapostos, € apds exaustiva andlise histopatologica, este foi

classificado como SPI.
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Os resultados da analise imunoistoquimica utilizando marcadores proteicos,
assim como, exemplos representativos dos aspectos morfologicos de alguns casos
que compdem este estudo estdo apresentados na Tabela 3 e na Figura 1,

respectivamente.

Tabela 3 - Resultados da analise imunoistoquimica utilizando marcadores proteicos
relacionados com a fun¢ao muscular.

Casos Marcadores proteicos avaliados por imunoistoquimica
SP1 Nao testado

SP2 AML -/ Desmina - / HHF-35 -

SP3 Nao testado

SP4 Desmina - / HHF-35 -

SP5 Nao testado

SP6 AML -

SpP7 AML + focal / Desmina - / HHF-35 + focal
SP8 Nao testado

SP9 AML -

SP13 AML -/ Desmina - / HHF-35 - / Caldesmon -
SP14 AML + focal

SP15 AML -/ Desmina -

SP16 AML + focal / Desmina -

SP17 AML + focal / Desmina + focal

SP18 AML + focal / HHF-35 + focal

SP19 AML + focal / Desmina + focal / HHF-35 -
SP20 Desmina - / HHF-35 -

SP21 Desmina - / HHF-35 - / Calponina + focal
SP22 Desmina -

SP23 Desmina - / HHF-35 -

LMS3 Nao testado

LMS4 AML +/ HHF-35 +

LMS5 AML +/ Desmina - / HHF-35 -

LMS6 AML +/ Desmina -

LMS7 AML + / Desmina +

LMSS8 Desmina - / HHF-35 +

LMS9 AML + focal / Desmina + / HHF-35 + focal
LMS15 AML + / Desmina +/ HHF-35 + / Calponina +
LMS16 AML + difuso/ Desmina + difuso

LMS17 AML +/ Desmina + / HHF-35 +

LMS18 AML +/ Desmina +

LMS19 AML +/ Desmina - / HHF-35 +

LMS20 AML +/ Desmina + focal

LMS21 AML +/ Desmina +

LMS22 AML +/ Desmina +

LMS23 AML + / Desmina + / Caldesmon +
LMS24 Desmina +/ HHF-35 + focal

Legenda: +: imunomarcagao positiva, -: imunomarcacao negativa. Analise realizada sob a
responsabilidade da Dra Isabela da Cunha Werneck, Departamento de Patologia, Hospital A. C.
Camargo, SP.
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Figura 1 - Aspecto morfoldgico dos sarcomas pleomorficos indiferenciados e

leiomiossarcomas avaliados no presente estudo. Coloragdo com hematoxilina e eosina (HE),
objetiva de 40x. (A) Sarcoma pleomoérfico composto predominantemente por células pleomorficas.
(B) Sarcoma pleomérfico com areas fusocelulares entreamadas por células pleomorficas. (C)
Leiomiossarcoma exclusivamente fusocelular. Observa-se grande numero de feixes de fibras
musculares lisas dispostas em lengdis. (D) Leiomiossarcoma apresentando areas fusocelulares e areas
pleomorficas entremeadas.
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52 ANALISE DO NUMERO DE COPIAS GENOMICAS EM

SARCOMAS PLEOMORFICOS E LEIOMIOSSARCOMAS

A andlise de alteragdes no nimero de copias genomicas foi realizada em 37
amostras a fresco (20 casos de sarcomas pleomorficos indiferenciados e 17 casos de
leiomiossarcomas) utilizando a metodologia de CGH-array em laminas de 4x44K
(Agilent Technologies). Os dados de cada caso foram adicionados ao software Nexus
version 6.0 (Biodiscovery) e avaliados quanto ao padrio de alteragdes
cromossdmicas envolvidas em ganhos e perdas genomicas de acordo com os critérios
de qualidade de cada algoritmo aplicado (algoritmos FASST Segmentation 2 e STAC;

Material e Métodos).

5.2.1 Sarcomas Pleomorficos Indiferenciados

A analise global das alteragdes observadas na analise de CGH-array para os
20 casos de SP revelou 2.003 alteracdes genomicas (média de 100,2; desvio-padrao
de 94,5), sendo 858 ganhos (43%), 921 perdas (46%), 190 ganhos em alto nivel (9%)
e 34 perdas homozigotas (2%) (Figura 2A). Ganhos gendmicos (ganhos e alto nivel
de ganhos) envolveram principalmente os cromossomos 1 ¢ 7 (109 e 101 eventos,
respectivamente), enquanto perdas cromossomicas (perdas heterozigotas e
homozigotas) foram prevalentes nos cromossomos 3 e 16 (74 e 70 eventos,
respectivamente) (Figura 2B).

A avaliagdo dos resultados quanto ao tamanho das altera¢des revelou ganhos
genomicos envolvendo regides de 82 a 138.889 Kb (média de 7.086 Kb ¢ mediana de

3.047 Kb), enquanto as perdas variaram de 94 a 105.620 Kb (média de 10.321 Kb e
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mediana de 3.882 Kb). Os dados de dispersdao para o tamanho dos fragmentos
associados com as alteragdes estio representados na Figura 3.

O perfil de alteragcdes gendmicas para cada caso, assim como, o ideograma
representativo da andlise global das alteragdes em cada cromossomo foram
compilados nas Figuras 4 ¢ 5, respectivamente. Em algumas regides cromossomicas
foram observadas alteragdes entre 10 ¢ 100 Mb, incluindo o envolvimento de bragos
cromossomicos ou cromossomos inteiros. Essa caracteristica foi marcante para
perdas detectadas envolvendo 2q (87 Mb), 3p (30 Mb), 6q (70 Mb), 8p (33 Mb), 9p
(40 Mb), 10q (70 Mb), 13q (74 Mb) e 16q (40 Mb), assim como, ganhos nas regides
cromossomicas Sp (45 Mb), 7p (38 Mb), 17p (22 Mb), 19p (20 Mb), 19q (24 Mb) ¢
20q (11 Mb).

Foram identificadas regides envolvidas em alto nivel de ganhos em 85%
(17/20) das amostras de SPI, com uma média de 11,2 alteracdes por caso. Estas
alteracdes estavam presentes em no minimo uma (SP5 ¢ SP17) ¢ no maximo 38
(SP2). Em adicdo, as regides amplificadas estavam distribuidas por todos os
cromossomos, sendo que o cromossomo 10 apresentou o menor numero de
alteracdes (uma altera¢do) e o cromossomo 7 o maior numero (19 alteragdes). O
tamanho das regides amplificadas variaram de 0,1 a 59,8 Mb, das quais as maiores
regides afetaram 18ql11.1-q23 (59,8 Mb), 7p22.3-7pl1.1 (57,6 Mb), 5p15.33-p11
(46,1 Mb) e 6q21-q25.1 (45,9 Mb) (Anexos 1).

As alteragdes envolvendo perda de duas copias (delegdes homozigotas) foram
observadas em menor frequéncia nas amostras de SPI. Foi verificada uma média de
2,3 perdas homozigotas por caso, com minimo uma alteragdo em SP2, SP9 ¢ SP20 ¢

17 alteragdes detectadas no caso SP19. Estas alteragdes abrangeram os cromossomos
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1,3,4,8,9,10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19 e 21, dos quais os cromossomos 4, 8 e 11
apresentaram cinco alteragdes envolvidas em perdas homozigotas € 0s cromossomos
1, 3, 10, 15, 17, 18 e 19 apresentaram apenas uma regido alterada (Anexos 2).
Exemplo do padrdo de hibridacdo das amostras de SPI foi demonstrado na Figura

6A.
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Figura 2 - Representacdo grafica do nimero de alteragdes em todo o genoma e por
cromossomo encontrados nos 20 casos de SPI avaliados pela metodologia de CGH-

array. (A) Observa-se um niimero semelhante de ganhos e perdas gendmicas nas amostras de SPI.
(B) Os ganhos (ganhos e alto nivel de ganhos) foram prevalentes nos cromossomos 1 e 7, enquanto as
perdas (perdas e perdas homozigotas) foram observadas em maior quantidade envolvendo os
cromossomos 13 e 16. Imagens obtidas no programa Graphpad Prism 5.
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Figura 3 - Dados de dispersdo baseados no tamanho das alteragdes gendmicas
(ganhos e perdas) encontradas para os 20 casos de SP avaliados pela metodologia de
CGH-array. Imagem obtida no programa Graphpad Prism 5.
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As alteracOes gendmicas significativamente recorrentes nas amostras de SPI
foram selecionadas utilizando o algoritmo STAC que permite a identificagdo das
alteracdes no numero de coOpias mais frequentes no grupo amostral. Foram
identificadas 16 regides significativas presentes em mais de 20% das amostras de SPI
(Figura 6B; Tabela 4).

As regides cromossOmicas alteradas detectadas em mais 50% dos casos
envolveram ganhos em 20q13.33 (75%; P = 0,004), 1g21.3-q23.1 (60%; P = 0,004) ¢
7q922.1 (60%; P = 0,042), assim como a perda em 3p26.3 (60%; P = 0,015). Os
ganhos em 9q34.11 (P = 0,008) e 20p11.21 (P = 0,007) foram identificados em 45%
(9/20) dos casos, enquanto os ganhos envolvendo 1qg21.1-q21.2 (P = 0,004) e
16p13.3 (P = 0,036) foram detectados em 40% (8/20) dos casos. Essas alteracdes
variaram de 0.3 a 3,9 Mb e envolveram um total de 785 genes e 14 miRNAs. A
porcentagem de cobertura de CNVs ja descritas nas regides alteradas variou de 12 a
100% e todas as CNVs encontradas foram classificadas como comuns (banco de
dados DGV, do inglés Database of Genomic Variants). No entanto, todas as regioes
alteradas significativamente recorrentes foram maiores que 100 Kb e, portanto,
podem ter significado patologico.

Estas regioes alteradas abrangeram pequenas regides cromossdmicas (< 0,5
Mb) em 16p13.3, 16q24.3 ¢ 20p11.21 e amplas regides cromossdmicas (> 2 Mb) em
1921.3-q23.1, 2ql1.1-q11.2 e 11p15.5. Em adi¢do, foram detectadas regides com
alto nivel de ganhos (ANG), incluindo 1q21.1-q21.2 (SP7), 1921.3-q23.1 (SP7 ¢
SPR), 3p12.1-p11.2 (SP2, SP9, SP15, SP19 e SP22), 7q22.1 (SP4), 8p11.21 (SP22),
11q13.1 (SP3 e SP8), 16p13.3 (SP2), 18p11.32 (SP13), 20p11.21 (SP19 e SP22).

Nao foi observada delegdo homozigota nestas regides.
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Foi realizada uma associacdo entre as alteracdes gendmicas presentes em
mais de 20% dos casos (P < 0,05) e dados clinicos e patoldgicos, incluindo género,
localizagdo do tumor (extremidade inferior, extremidade superior, retroperitonio,
tronco ou cabeca e pescogo), presenca de metastase a distancia, presenca de
recorréncia local, origem da amostra (tumor primario ou recidiva), grau histologico
(G1, G2 ou G3), estadiamento clinico (TNM) e seguimento clinico (vivo sem a
doenga, vivo com a doencga ou 6bito pela doenca).

Ganhos em 16q24.3 estavam significativamente presentes em tumores de
pacientes que estdo vivos sem a doenga (P = 0,043). Os ganhos em 18p11.32 nao
foram associados com as caracteristicas clinicas, porém as perdas na mesma regido
foram significativamente associadas a pacientes que estdo vivos com a doenga (P =

0,016).
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numero de cdpias entre amostra alvo (tumoral) em relacdo a amostra referéncia (controle). (B) Representagdo esquematica das 16 alteragdes gendmicas que foram significativamente

frequentes em mais que 20% dos SPI avaliados (cromossomos 1, 2, 3, 7, 8, 9, 11, 16, 18 e 20). As barras a direita (azuis) indicam ganhos genémicos, enquanto barras a esquerda (vermelhas)
referem-se a perdas cromossémicas. Chr: cromossomo. Imagens geradas pelo software Nexus version 6.0.
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Tabela 4 - Regides genomicas alteradas recorrentes entre os 20 casos de Sarcomas Pleomorficos Indiferenciados (P < 0,05).

Regido Inicio (pb) Término (pb) Tamanho Evento Genes miRNAs Frequéncia P-Valor Casos alterados CNV
cromossomica (Mb) (%) (%)
SP23, SP16, SP17, SP19, 49
1q21.1 - q21.2 147.458.669 149.236.666 1.8 Ganho 64 0 40 0.004 SP1. SP3, SP7¢ SP8
SP20, SP23, SP16, SP17, 27,6
1q21.3 - q23.1 151.345.357 155.272.136 3.9 Ganho 186 5 60 0.004 SP19, SP1, SP3, SP4,
SP5, SP7, SP8 e SP9
SP22, SP23, SP15, SP17, 56
2q11.1-ql11.2 95.562.577  98.202.102 2.6 Ganho 53 0 45 0.013 SP19, SP2, SP4, SP7 e
SP9
SP22, SP23, SP13, SP15, 95,2
3p26.3 0 726.469 0.7 Perda 4 0 60 0.015 SP17, SP19, SP2, SP3,
SP4, SP6, SP8 ¢ SP9
Ganho SP22, SP15, SP17, 12,4
3p12.1 - pll.2 85.966.634  87.627.650 1.7 (amplificaciio) 7 0 30 0.009 SP19. SP2 ¢ SP9
SP21, SP22, SP13, SP15, 90,9
7q22.1 99.861.211  100.667.677 0.8 Ganho 61 0 60 0.042 SP16, SP17, SP19, SP1,
SP2, SP4, SP6 e SP8
SP20, SP22, SP23, SP13, 13,9
8p11.21 41.627.121  43.175.310 1.5 Ganho 25 1 40 0.032 SP18, SP19 ¢
SP7
SP20, SP23, SP1, SP2, 19,6
9q34.11 129.506.829 130.229.037 0.7 Ganho 49 2 45 0.008 SP3, SP4, SP5, SP8 ¢

SP9

53



11p15.5

11q13.1

11q13.1 - q13.2
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65.171.847

66.882.158

1.062.920

87.762.155
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66.296.450
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1.341.725

88.283.196

846.102
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61.684.607
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Ganho
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36

14

22

12

10

64

45

40
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40

20

35

45

75

0.020

0.021

0.021

0.036

0.020

0.034

0.007

0.004

SP16, SP19, SP1, SP3
SP4, SPS5, SP6, SP8 e
SP9

SP22, SP17, SP19, SP1,
SP3, SP4, SP5 e SP8

SP20, SP22, SP16, SP19,
SP1 e SP4

SP21, SP23, SP16, SP19,
SP2, SP5, SP6 e SP9

SP20, SP16, SP17 e SP1

SP20, SP13, SP19, SP3,
SP6, SP8 e SP9

SP21, SP22, SP15, SP19,
SP1, SP2, SP3, SP7 ¢
SP8

SP21, SP23, SP15,
SP16, SP17, SP19, SP1,
SP2, SP3, SP4, SP5, SP6,
SP7, SP8 ¢ SP9

80

24,5

91,5

100

63

454

30,5

100
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5.2.2 Leiomiossarcomas

Entre os 17 leiomiossarcomas avaliados neste estudo, foram observadas 910
alteracdes gendmicas (média de 53,5; desvio-padrdao de 43,1), sendo 411 ganhos
(45,2%), 451 perdas (49,5%), 26 ganhos em alto nivel (2,9%) e 22 perdas
homozigotas (2,4%) (Figura 7A). Os tumores avaliados apresentaram alteragdes
gendmicas que variaram de sete a 143 alteragdes por caso (LMS9 e LMSS,
respectivamente).

Ganhos e alto nivel de ganhos envolveram principalmente os cromossomos
17 e 19 (48 e 44 eventos, respectivamente), enquanto perdas cromossdmicas (perdas
heterozigotas e homozigotas) foram prevalentes nos cromossomos 2 ¢ 1 (46 e 44
eventos, respectivamente) (Figura 7B).

As regides gendmicas envolvidas em ganhos compreenderam regides de 104
a 99.212 Kb (média de 7.879 Kb e mediana de 3.527 Kb), enquanto perdas variaram
de 55 a 120.885 Kb (média de 11.852 Kb e mediana de 5.426 Kb). Os dados de
dispersdo para o tamanho dos fragmentos associados com as alteragdes gendmicas
estao representados na Figura 8.

O perfil gendmico de cada caso e a andlise global das alteragdes gendmicas
em todo o conjunto cromossdmico (cromossomos 1 ao 22) encontradas nos 17 casos
de LMS avaliados pela técnica de CGH-array estio representados nas Figuras 9 e 10.
Semelhante ao observado nos SPI, também foram observadas alteragcdes gendmicas
envolvidas em perdas e ganhos maiores que 10 Mb nos LMS, incluindo perdas
envolvendo os cromossomos 10, 13, 15 e 22, assim como, ganhos nos cromossomos
5,8, 20 e 22 . A Figura 11A representa um exemplo do padrio de hibridacao

observado nas amostras de LMS.
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Figura 7 - Representagao grafica do numero de alteragdes em todo o genoma e por
cromossomo encontrados nos 17 casos de LMS avaliados pela metodologia de CGH-

array. (A) Observa-se um nimero semelhante de ganhos e perdas gendmicas nas amostras de LMS.
(B) Os ganhos (ganhos e alto nivel de ganhos) foram prevalentes nos cromossomos 17 e 19, enquanto
as perdas (perdas e perdas homozigotas) foram observadas em maior quantidade para os cromossomos
1 e 2. Imagens obtidas no programa Graphpad Prism 5.
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Figura 8 - Dados de dispersdo baseados no tamanho das alteragcdes genomicas
(ganhos e perdas) encontradas para os 17 casos de LMS avaliados pela metodologia
de CGH-array. Imagem obtida no programa Graphpad Prism 5.
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Figura 9 - Ideograma ilustrando as alteragdes gendmicas encontradas nos 17 casos de LMS avaliados pela técnica de CGH-array. A representagdo das
frequéncias de alteragdes em todo o conjunto cromossdmico (chrl-chr22) também foi demonstrada no ideograma acima. As barras superiores (azuis) indicam ganhos genémicos, enquanto
as barras inferiores (vermelhas) referem-se a perdas cromossdmicas. As marcagdes (*) indicam alteragdes significativas presentes em mais de 20% dos casos. Adaptagdo das imagens
geradas pelo programa Nexus version 6.0.
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Figura 10 - Ideograma ilustrando a distribuicao das alteragdes genomicas encontradas nos 17 casos de LMS avaliados pela técnica de CGH-array

em todo o conjunto cromossomico (chrl-chr22). As barras a direita do eixo central de cada cromossomo representam ganhos (azuis), enquanto as barras & esquerda
indicam perdas gendmicas (vermelhas). Imagens geradas pelo programa Nexus version 6.0.
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Em 64,7% dos LMS foram observadas 26 regides envolvidas em alto nivel de
ganhos (LMS3, LMS4, LMS6, LMS7, LMS8, LMS9, LMS17, LMS18, LMS20,
LMS22 e LMS23), sendo quatro casos com uma regido (LMS4, LMS6, LMS7 ¢
LMS17) e um caso com sete regidoes amplificadas (LMS20). Os cromossomos 1, 2, 3,
5,9,12,13, 14, 15, 16, 17, 20, 21 e 22 apresentaram alto nivel de ganhos, sendo que
a maior regido envolvida foi verificada em 16p13.3-p11.2 (32 Mb) e a menor em
21p11.1 (105 Kb) (Anexo 3).

As regides de perdas homozigotas foram detectadas em 59% dos casos
(LMS3, LMS5, LMS6, LMS8, LMS16, LMS18, LMS19, LMS20, LMS22 ¢
LMS23), sendo o minimo de uma (LMS3, LMS18, LMS19, LMS20 ¢ LMS22) ¢
maximo de cinco (LMSS5) alteragdes por caso. As perdas homozigotas abrangeram os
cromossomos 1, 2, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 19, 21 e 22, sendo que o maior
segmento alterado (7.6 Mb) foi observado em 11g22.1-q22.3 ¢ o menor (55 Kb) em
22q13.1 (Anexo 4).

O algoritmo STAC também foi utilizado para a analise de regides genomicas
alteradas significativamente frequentes entre os casos LMS (Figura 11B; Tabela 5).
Estas regides foram comparadas com os dados clinicos, sendo observadas diferencas
significativas com caracteristicas de pior progndstico, incluindo seguimento clinico e
origem do tecido. Quinze alteragdes gendmicas significativas foram identificadas em
LMS, onde ganhos em 19q13.12 (52,9%), 8q24.3 (47,1%) e 17q25.1 (41,2%), assim
como, a perda em 9p21.3 (41,2%) foram detectados em mais de 40% dos LMS. Em
adi¢do, perdas homozigotas envolvendo 9p21.3 foram observadas em dois casos

(LMS19 e LMS23; Anexo 4).
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As alteragdes gendmicas detectadas variaram de 51 Kb a 2,75 Mb e
envolveram 671genes ¢ 13 miRNAs. A porcentagem de cobertura de CNVs ja
descritas nas regides alteradas variou de 0 a 100%. O ganho em 19q13.12 foi
avaliado como uma CNV rara, ou seja, presente em < 1% do banco de dados do
DGV (banco de dados DGV, do inglés Database of Genomic Variants).

Os ganhos em 1g21.3, 11q12.2-q12.3 ¢ 19q13.12 foram significativamente
associados a pacientes que morreram pela doenga (P = 0,001, P = 0,003 ¢ P = 0,020,
respectivamente), sendo que os ganhos em 1g21.3 foram também correlacionados
com desenvolvimento de metastases a distancia (P = 0,001). Em adi¢do, o ganho em
17g25.1 foi associado significativamente com recorréncia local (P = 0,041 e P =
0,044, respectivamente).

Também entre as regides minimas alteradas em LMS, duas regides
cromossomicas (16pll1.2 e 19ql13.43) foram identificadas com diferengas
significativas nas propor¢des de casos com perdas e ganhos simultaneamente, onde
cada evento (ganho ou perda) envolvendo estas regides foram associados com
caracteristicas clinicas diferentes nestes tumores. A perda em 16q11.2 foi relacionada
a recidiva local (P = 0,006), enquanto os ganhos na mesma regido foram
significativamente associados a sobrevida reduzida (P = 0,027). Embora, a perda em
19q13.43 tenha sido identificada em uma propor¢ao mais elevada de LMS, nenhuma
correspondéncia foi observada com caracteristicas clinicas e patoldgicas. Em
contraste, os ganhos observados na mesma regido foram estatisticamente
significativos com recorréncia local e reducdo da sobrevida global nestes pacientes

(P=0,044 ¢ P = 0,016, respectivamente).
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em alto nivel (>0.6) e delegdo homozigota (< -1.0) foram baseados no algoritmo de segmentagdo, permitindo a avalia¢do da razdo logaritmica (log2) da intensidade normalizada do niimero de
copias entre amostra alvo (tumoral) em relagdo a amostra referéncia (controle). (B) Representagdo esquematica das 15 alteragdes gendomicas que foram significativamente frequentes em mais que
20% dos LMS avaliados (cromossomos 1, 6, 7, 8, 9, 11, 14, 16, 17 e 19). As barras a direita (azuis) indicam ganhos gendmicos, enquanto barras a esquerda (vermelhas) referem-se a perdas
cromossOmicas. Chr: cromossomo. Imagens geradas pelo software Nexus version 6.0.
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Tabela 5 - Regides genomicas alteradas recorrentes entre os 17 casos de leiomiossarcomas (P < 0,05).

Regia T h F énci

cglio .. Inicio (pb) Término (pb) amanho Evento Genes miRNAs requencia P-Valor Casos alterados CNV (%)
cromossomica (Mb) (%)
1g21.3 151.256.551 151.856.750 0.6 Ganho 27 0 23.5 0.018 LMSS5, LMS6, LMS8 ¢ LMS20 17
1g21.3 - q22 152.467.522 154.387.590 1.9 Ganho 88 2 23.5 0.018 LMS4, LMS8, LMS16 e LMS20 48
6p21.32 31.923.769  32.132.073 0.2 Ganho 24 1 23.5 0.008 LMS4, LMSS5, LMS8 ¢ LMS19 75
7q22.1 99.647.068  100.857.537 1.2 Ganho 78 0 29.4 0.006 LMS4, LMSS5, LMS16, LMS20 e LMS21 88

8q24.3 143.523.381 146.274.826 2.8 Ganh 127 4 47 0.045 M5 LMSS, LMSO, LMISS, LMSIO, 3
q24. 523. 274. : anho ’ LMS18, LMS22 e LMS23

LMS3, LMS4, LMSS8, LMS16, LMS19,

9p21.3 21.199.776  22.226.425 1 Perda 23 1 41.2 0.023 LMS20 e LMS22 44
11pl5.5 0 1.567.792 0.9 Ganho &7 1 23.5 0.011  LMS3, LMS4, LMSS, LMS9 e LMS19 91
11q12.2-ql2.3 61.352.779  62.229.449 0.9 Ganho 37 0 29.4 0.047  LMS4, LMSS5, LMS8, LMS20 e LMS23 51
11q13.1-ql3.2 64.322.265 67.979.861 3.7 Ganho 181 3 294 0.047  LMS3, LMS4, LMSS5, LMS19 e LMS20 51
11q13.2-ql13.3 68.744.800 70.077.870 1.3 Ganho 19 1 294 0.047 iﬁ:;}LMSéL LMS6, LM58, LMS20 e 27
14ql1.2 21.580.291  22.230.297 0.7 Ganho 44 0 235 0.007  LMS4, LMSS5, LMS8 e LMS23 84
16pl1.2 34.059.589  34.361.998 0.3 Perda 1 0 23.5 0.031 LMS3,LMS16, LMS18 e LMS23 100
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17¢25.1

19q13.12

19q13.43

68.836.129

40.964.925

63.347.573

70.494.896

41.016.382

63.811.651

1.7

0.1

0.5

Ganho

Ganho

Perda

40

36

41.2

52.9

23.5

0.05

0.008

0.043

LMS3, LMS4, LMS5, LMS6, LMS16,
LMS19 e LMS20

LMS3, LMS4, LMS5, LMS6, LMSS,
LMS16, LMS19, LMS20 e LMS22

LMS8, LMS18, LMS20 e LMS22
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53 COMPARACAO ENTRE AS ALTERACOES GENOMICAS
PRESENTES NOS SARCOMAS PLEOMORFICOS

INDIFERENCIDOS E LEIOMIOSARCOMAS

Foi realizada a comparacdo do padrio de alteragdes gendmicas encontrado
entre os grupos de sarcomas pleomorficos indiferenciados (20 casos) e os
leiomiossarcomas (17 casos). Embora ndo significativas, as amostras de LMS
apresentaram menor numero de ganhos e perdas gendmicas quando comparados aos
casos de SP (910 e 2.003 alteragdes, respectivamente; Figura 12) (P = 0,076).

A busca por regides com perdas ou ganhos gendmicos capazes de distinguir
os dois grupos avaliados resultou na deteccdo de alteragdes com diferenca
significativa entre as amostras de SPI e LMS (P < 0,05; Figura 13). Foram
identificadas 229 regides cromossomicas (111 ganhos e 118 perdas) capazes de
distinguir os dois grupos avaliados, incluindo ganhos envolvendo os cromossomos 1,
2,7, 8 e 20 e perdas nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 6, 8,9, 13, 14 e 17. Do total de
alteracdes observado na analise comparativa, 48% (110/229) foram compartilhadas
pelos dois grupos tumorais, enquanto, 50,7% foram exclusivas para os SPI (116/229)
e 1,3% (3/229) foram exclusivas para LMS (Anexo 5). Alteracdes genOmicas
envolvendo grandes regides cromossOmicas (cromossomos inteiros ou bracos
cromossomicos) foram compartilhadas nestes dois tumores, incluindo os ganhos nos
cromossomos 19 e 20 e as perdas no cromossomo 13 e na regido 10q.

Os ganhos envolvendo o brago curto do cromossomo 7, particularmente
Tp22.1, Tp21.3, Tp21.1-p15.3, 7pl15.3-p15.2, 7p15.2-p15.1, Tpl13-p12.3 e Tpl3-

pl12.3, estavam presentes em mais de 50% dos casos de SPI e ausente nos casos de
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LMS. A descricdo detalhada das alteragdes genomicas presentes nestas regides esta
listada na Tabela 6. Embora, em menor niumero, também foram observadas trés
alteracdes especificas para o grupo dos LMS envolvendo perdas em 1p31.3 (35%) e
1p31.1 (41%).

Na comparagdo das regides associadas a alto nivel de ganho entre os dois
grupos tumorais, 10/26 regides foram especificas para o grupo dos LMS, incluindo
3q13.33, 5q11.2, 12q24.33, 14q13.2-q13.3, 20p12.1-p11.22, 21p11.1, 21g21.2-q21.3
e 22q13.33 (Anexo 3). As demais alteragdes (16 regides) também estavam presentes
nos SPI.

Na comparacdo das regides de delegdes homozigotas, apenas trés regides
alteradas foram compartilhadas entre os dois grupos tumorais (9p21.3, 13ql4.3 ¢

13921.31-g21.33), sendo o restante especifica para cada grupo (Anexos 2 ¢ 4).
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Figura 12 - Representacdo grafica do numero total de alteragdes gendmicas
encontradas nas 20 amostras de sarcomas pleomorficos indiferenciados (SPI) e nas

17 amostras de leiomiossarcomas (LMS) avaliadas pela metodologia de CGH-array.
Foi observado nlimero maior de alteragdes genomicas nas amostras de SPI em relag@o as amostras de
LMS . Imagens obtidas no programa Graphpad Prism 5.
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Figura 13 - Comparacdo do padrdo geral de alteragdes em todo o conjunto cromossdmico (chl - ch22) para os 37 casos de sarcomas. Alteragdes
envolvendo ganhos nos cromossomos 1, 2, 7, 8 ¢ 20 e perdas nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 6, 8,9, 13, 14 e 17 foram estatisticamente diferentes entre os dois grupos. A maioria
das alteragdes observadas na analise comparativa foi especificas para os casos SPI, incluindo os ganhos envolvendo 7p (*). As perdas em 1p31.1 e 1p31.3 () foram especificas
para o grupo dos LMS. As barras superiores (azuis) indicam ganhos gendmicos, enquanto as barras inferiores (vermelhas) referem-se a perdas cromossomicas para cada grupo de
sarcomas. O grafico superior representa as alteragdes estatisticamente diferentes entre os dois grupos (significant), sendo a linha vermelha (perdas) direcionadas abaixo de 0%
para SPI e acima para LMS, e a linha azul (ganhos) direcionada acima de 0% para SPI e abaixo para LMS . Adaptagdo da imagem obtida no software Nexus version 6.0. SP:
sarcomas pleomorficos indiferenciado, LM: leiomiossarcomas.
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Tabela 6 - Alteracdes genomicas exclusivas presentes em mais de 30% dos casos nos SPI (P < 0,05) obtidas pela anélise comparativa
dos dois grupos.

_Regifo Inicio Término Evento Genes miRNAs Tamanho (pb) Frequéncia SPI (%) Frequéncia (LMS) % Diferenca P-Valor CNV (%)

Cromossomo 1

p34.2 41,351,795 41,551,926 Ganhos 2 0 200131 30 0 30 0.022 2.5
p34.2 41,551,926 42,203,467 Ganhos 4 0 651541 35 0 35 0.009 1.6
p34.2 42,203,467 42,434,184 Ganhos 5 0 230717 30 0 30 0.022 1.7
p34.2 42,533,020 42,579,359 Ganhos 1 0 46339 30 0 30 0.022 0.0
p34.2 43,081,662 43,169,835 Ganhos 4 0 88173 30 0 30 0.022 2.3
p34.2 43,169,835 43,495,362 Ganhos 7 0 325527 35 0 35 0.009 0.9
p34.1 45,738,575 45,842,892  Ganhos 4 0 104317 30 0 30 0.022 0.0
p34.1 -p33 45,938,326 46,665,318 Ganhos 17 0 726992 30 0 30 0.022 30.5
p32.2-p32.1 57,694,851 58,710,284 Ganhos 5 0 1015433 30 0 30 0.022 2.7
p32.1 58,710,284 58,851,998 Ganhos 3 0 141714 35 0 35 0.009 0.4
p32.1 58,851,998 59,725,733 Ganhos 8 0 873735 40 0 40 0.004 19.9
p32.1 59,725,733 60,586,219 Ganhos 0 860486 35 0 35 0.009 8.5
q24.2 165,535,015 167,579,442 Ganhos 26 2 2044427 30 0 30 0.022 432
q24.3 - q25.1 169,183,353 171,925,386 Ganhos 36 3 2742033 30 0 30 0.022 357
q32.1 197,964,249 198,593,558 Perdas 6 0 629309 30 0 30 0.022 33
q32.3 210,621,517 211,243,725 Perdas 16 0 622208 30 0 30 0.022 51.7
q32.3 - q41 211,243,725 212,876,860 Perdas 12 0 1633135 35 0 35 0.009 2.7
q41 212,876,860 214,486,070 Perdas 5 0 1609210 40 0 40 0.004 3.6
q4l 214,486,070 216,990,142 Perdas 6 0 2504072 35 0 35 0.009 12.0
q4l 216,990,142 218,919,451 Perdas 20 3 1929309 40 0 40 0.004 2.0
q4l 218,919,451 219,295,383 Perdas 5 0 375932 35 0 35 0.009 5.4
q4l 219,295,383 219,802,749 Perdas 1 0 507366 30 0 30 0.022 0.6
q4l - g42.12 220,570,404 223,676,375 Perdas 40 1 3105971 30 0 30 0.022 40.0
q42.2 229,122,626 229,161,130 Perdas 2 0 38504 30 0 30 0.022 0.0
q42.2 229,161,130 229,194,462 Perdas 3 0 33332 35 0 35 0.009 0.0
q42.2 - q42.3 229,194,462 233,337,455 Perdas 42 1 4142993 40 0 40 0.004 41.9
q42.3 - q43 233,337,455 234,776,800 Perdas 23 1 1439345 35 0 35 0.009 40.9
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q43 234,776,800 239,736,121 Perdas 17 0 4959321 40 0 40 0.004 33.6
q43 239,736,121 239,759,320 Perdas 1 0 23199 45 0 45 0.002 0.0

q43 239,759,320 239,894,714 Perdas 4 0 135394 40 0 40 0.004 17.3
q43 239,894,714 241,411,205 Perdas 8 0 1516491 35 0 35 0.009 449
q43 - q44 241,411,205 242,105,905 Perdas 6 0 694700 40 0 40 0.004 24.5
qé4 242,105,905 242,408,855 Perdas 4 0 302950 45 0 45 0.002 0.6

q44 242,408,855 244,884,837 Perdas 20 0 2475982 40 0 40 0.004 44.8
Cromossomo 2

qll.2 96,929,125 97,777,483 Ganhos 15 0 848358 40 0 40 0.004 91.5
qll.2 97,777,483 98,202,102 Ganhos 4 0 424619 35 0 35 0.009 1.7

qll.2 98,202,102 99,449,598 Ganhos 21 0 1247496 30 0 30 0.022 28.9
ql4.2 121,025,141 121,766,064 Perdas 5 0 740923 30 0 30 0.022 4.0

ql4.3 127,467,910 127,534,593 Perdas 1 0 66683 35 0 35 0.009 32.2
Cromossomo 3

p25.3 9,328,447 9,850,063  Perdas 27 0 521616 30 0 30 0.022 6.2

p25.3 9,850,063 10,185,858 Perdas 25 0 335795 35 0 35 0.009 8.4

p25.3 10,185,858 11,275,799 Perdas 17 1 1089941 30 0 30 0.022 54

p25.1-p24.3 13,468,331 14,924,734  Perdas 22 0 1456403 30 0 30 0.022 36.1

p21.31 47,765,586 48,122,442  Perdas 7 1 356856 30 0 30 0.022 11.1

p21.31-p21.2 50,638,063 51,501,847 Perdas 8 0 863784 30 0 30 0.022 25.1

p21.1 53,318,057 53,872,071 Perdas 6 0 554014 30 0 30 0.022 0.0

q23 143,175,282 143,554,594 Perdas 5 0 379312 30 0 30 0.022 90.4
q25.2 153,662,003 154,015,789 Perdas 1 0 353786 30 0 30 0.022 74.4
q25.2-q25.31 154,015,789 157,031,277 Perdas 20 0 3015488 35 0 35 0.009 15.8
q25.31 157,031,277 157,090,862 Perdas 2 0 59585 30 0 30 0.022 0.0

q25.32-q25.33 159,313,048 161,097,748 Perdas 14 0 1784700 30 0 30 0.022 7.0

q25.33-q26.1 161,097,748 161,820,237 Perdas 18 2 722489 35 0 35 0.009 4.0

q26.1 161,820,237 162,012,616 Perdas 2 0 192379 40 0 40 0.004 17.0
q26.2 170,326,390 171,889,311 Perdas 23 0 1562921 30 0 30 0.022 18.3
q26.2 -q26.31 171,889,311 173,307,960 Perdas 14 1 1418649 35 0 35 0.009 0.4

q26.33 -q27.1 181,483,714 184,609,382 Perdas 23 0 3125668 30 0 30 0.022 7.4

q29 197,456,850 198,136,250 Perdas 20 0 679400 30 0 30 0.022 100.0




q29 198,981,971 199,501,827 Perdas 9 0 519856 30 0 30 0.022 89.4
Cromossomo 6

ql3-ql4.1 75,584,859 76,314,627 Perdas 6 0 729768 40 0 40 0.004 22.1
ql4.1 76,314,627 79,671,820 Perdas 7 0 3357193 45 0 45 0.002 35.6
ql4.3 85,157,478 86,384,667 Perdas 6 0 1227189 35 0 35 0.009 4.3
ql4.3-ql5 86,384,667 88,324,031 Perdas 17 0 1939364 30 0 30 0.022 335
ql5 88,324,031 90,140,299 Perdas 19 0 1816268 35 0 35 0.009 18.6
qls 90,140,299 90,893,597 Perdas 8 0 753298 30 0 30 0.022 6.2
qls 90,893,597 91,305,081 Perdas 4 0 411484 35 0 35 0.009 1.2
ql5-qle6.1 91,305,081 92,922,524  Perdas 3 0 1617443 30 0 30 0.022 39.3
q21 105,307,430 105,376,848 Perdas 1 0 69418 40 0 40 0.004 100.0
q21 105,376,848 106,787,108 Perdas 11 0 1410260 35 0 35 0.009 33.4
q21 106,787,108 107,190,817 Perdas 5 0 403709 40 0 40 0.004 11.7
q21 107,190,817 109,572,068 Perdas 29 1 2381251 35 0 35 0.009 21.1
q21 109,572,068 109,748,941 Perdas 5 0 176873 40 0 40 0.004 4.3
q21 109,748,941 111,112,032 Perdas 21 0 1363091 45 0 45 0.002 22.1
q21 111,862,918 113,880,418 Perdas 14 0 2017500 40 0 40 0.004 17.5
q21 - q22.1 113,880,418 114,486,979 Perdas 8 0 606561 45 0 45 0.002 15.1
q23.3 - q24.1 138,520,382 139,694,708 Perdas 21 0 1174326 30 0 30 0.022 29.6
q27 166,057,078 167,660,747 Perdas 24 1 1603669 30 0 30 0.022 36.8
Cromossomo 7

p22.1 4,852,432 4,978,189  Ganhos 6 0 125757 50 0 50 0.001 91.1
p22.1 -p21.3 4,978,189 7,790,136 Ganhos 57 1 2811947 45 0 45 0.002 88.2
p21.3 7,790,136 8,220,924  Ganhos 4 0 430788 50 0 50 0.001 86.5
p21.3 8,220,924 9,060,255  Ganhos 4 0 839331 45 0 45 0.002 21.2
p21.3 9,060,255 12,347,493 Ganhos 9 0 3287238 40 0 40 0.004 33.6
p21.3 -p21.1 12,347,493 17,326,246 Ganhos 28 0 4978753 45 0 45 0.002 55.9
p21.1 -pl5.3 17,326,246 19,737,692 Ganhos 14 1 2411446 50 0 50 0.001 54.0
pl5.3 19,737,692 20,386,954 Ganhos 3 0 649262 45 0 45 0.002 7.4
pl5.3 20,386,954 21,185,472 Ganhos 4 0 798518 50 0 50 0.001 7.4
pl5.3 21,185,472 24,606,960 Ganhos 32 1 3421488 55 0 55 0.000 28.0
pl5.3-pl5.2 24,606,960 27,141,203 Ganhos 28 1 2534243 50 0 50 0.001 7.7




pl5.2 27,141,203 27,895,524 Ganhos 24 1 754321 55 0 55 0.000 35.2
pl5.2 -pl5.1 27,895,524 29,711,868 Ganhos 24 0 1816344 50 0 50 0.001 21.4
pl5.1-pl4.l 29,711,868 38,886,485 Ganhos 121 4 9174617 45 0 45 0.002 26.4
pl3 44,985,826 46,441,258 Ganhos 21 0 1455432 60 0 60 0.000 26.0
pl3-pl2.3 46,441,258 49,191,724 Ganhos 16 0 2750466 55 0 55 0.000 19.0
qll.21 62,153,588 63,633,658 Ganhos 16 0 1480070 35 0 35 0.009 73.8
qll.21 63,633,658 64,926,018 Ganhos 28 0 1292360 30 0 30 0.022 100.0
q31.1 107,998,952 111,040,235 Ganhos 6 0 3041283 30 0 30 0.022 45.7
q31.1 111,740,442 112,221,908 Ganhos 4 0 481466 30 0 30 0.022 100.0
q31.1-q31.2 112,221,908 116,191,043 Ganhos 25 0 3969135 35 0 35 0.009 23.0
q31.2 116,191,043 117,037,157 Ganhos 17 0 846114 30 0 30 0.022 2.2
q31.2-q31.31 117,037,157 118,010,945 Ganhos 5 0 973788 35 0 35 0.009 14.5
q32.1 127,035,525 127,181,618 Ganhos 2 0 146093 30 0 30 0.022 0.0
q32.1 127,181,618 128,040,665 Ganhos 19 2 859047 35 0 35 0.009 36.6
q32.1-q32.2 128,040,665 129,792,586 Ganhos 46 3 1751921 40 0 40 0.004 25.6
q32.2-q32.3 129,792,586 131,124,061 Ganhos 25 3 1331475 45 0 45 0.002 25.9
q32.3-q33 131,124,061 135,644,386 Ganhos 39 0 4520325 40 0 40 0.004 18.7
q33 135,644,386 135,819,661 Ganhos 0 0 175275 45 0 45 0.002 2.7
q33 135,819,661 136,473,621 Ganhos 3 1 653960 40 0 40 0.004 0.2
q33-q34 136,473,621 137,354,848 Ganhos 7 0 881227 45 0 45 0.002 93.6
q34 137,354,848 138,569,463 Ganhos 14 0 1214615 35 0 35 0.009 66.9
q34 138,569,463 138,645,767 Ganhos 1 0 76304 30 0 30 0.022 11.0
q34 138,836,331 139,228,650 Ganhos 3 0 392319 30 0 30 0.022 1.4
q36.1 147,525,862 148,296,544 Ganhos 8 1 770682 30 0 30 0.022 11.4
Cromossomo 8

q21.2-q21.3 87,140,925 87,366,178 Perdas 3 0 225253 35 0 35 0.009 26.3
q21.3 87,366,178 88,953,683 Perdas 9 0 1587505 30 0 30 0.022 84.4
Cromossomo 9

p21.1 32,108,149 32,430,740 Perdas 2 0 322591 40 0 40 0.004 6.6
p21.1 -p13.3 32,430,740 33,026,792 Perdas 13 0 596052 35 0 35 0.009 25.4
pl13.3 33,026,792 33,051,222 Perdas 2 0 24430 30 0 30 0.022 1.3
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54 ANALISE DAS ALTERACOES GENOMICAS E

CARACTERISTICAS CLINICAS DE PIOR PROGNOSTICO

Com o intuito de identificar perfis genomicos de pior prognostico, foram
realizadas andlises comparativas entre as alteragdes gendmicas e as caracteristicas
clinicas dos pacientes avaliados neste estudo (SPI e LMS), incluindo metastases a
distancia (MD) e recorréncia local (RL). A comparagdo entre dois grupos foi
realizada considerando a presenca e auséncia da caracteristica especificada. As
regides diferenciais entre os grupos podem ser observadas na Figura 14. Para o grupo
de pacientes que desenvolveram MD foram identificados ganhos em 15g26.1 e
perdas em 3q13.31 exclusivas em 47% dos pacientes MD (Figura 14A). Mais de
47% dos casos de pacientes RL apresentaram alteragdes exclusivas envolvidas em
perdas de 6q25.2-q25.3 e 6q26-q27 e ganhos de 17q24.1, 17q24.2-q24.3 ¢ 17q25.1

(Figura 14B).
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Figura 14 - Comparagao do perfil gendmico de acordo com as caracteristicas clinicas como metéstase a distancia (A) e recorréncia local (B) para todo o
conjunto cromossOmico. Estdo destacadas as regides significativamente diferenciais (*), alteragdes frequentes em exclusivas (setas pretas) em casos que apresentaram metastase a

distancia (perdas em 3q13.31 e ganhos em 15q26.1) e recorréncia local (perdas de 6q25.2-q25.3 e 6q26-q27 e ganhos de 17q24.1, 17q24.2-q24.3 e 17q25.1). As barras superiores (azuis)
indicam ganhos genémicos, enquanto as barras inferiores (vermelhas) referem-se a perdas cromossémicas. Imagens geradas pelo software Nexus version 6.0.
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Duas regides gendmicas alteradas foram identificadas na comparacao entre as
duas caracteristicas clinicas (Quadro 4), incluindo perdas em 3q13.31 e ganhos em
15926.2. As alteragdes presentes em cada grupo de pacientes foram detalhadas nos

Anexos 6 a 7.

Quadro 4 - Alteracdes genOmicas presentes em pacientes que desenvolveram
metastase a distancia ou recorréncia local.

Regisio Metastase a  Recorréncia

cromossomica distancia Local
3q13.31
15¢26.2

Perdas
(zanhos
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5.5 ANALISE DE AGRUPAMENTOS BASEADA NO PADRAO

DE ALTERACOES GENOMICAS

Com o objetivo de verificar se ha um perfil genomico especifico capaz de
distinguir os LMS dos SPI ou se existem subgrupos tumorais com perfis genomicos
associados a caracteristicas clinico-patoldgicas semelhantes, foi realizada a analise
de agrupamento hierarquico nao supervisionado. Esta analise permitiu a classificagao
das amostras com perfil de alteracdes similares utilizando algoritmos especificos
(Complete Linkage Hierarchical Clustering Algorithm).

A analise de agrupamento hierarquico ndo foi capaz de diferenciar os dois
tipos tumorais, embora, alteragdes exclusivas a cada grupo tenham sido identificadas.
Nesta analise também nao foi possivel observar o agrupamentos dos casos referentes
aos sitios anatdmicos. Foram detectados trés grupos tumorais distintos denominados
Cluster 1 (10 casos), Cluster 2 (16 casos) e Cluster 3 (11 casos). O cluster 1 foi
composto por quatro amostras de SPI e sete LMS. O cluster 2 apresentava dez SPI e
seis LMS e o cluster 3 apresentava seis SPI e quatro LMS (Figura 15A).

A compara¢do entre os clusters 1, 2 e 3 mostrou diversas regides
cromossOomicas com padrdo de alteragdes distintos (Figura 15 B). Foi observado um
padrdo semelhante de alteragdes gendmicas nas amostras presentes no Cluster 1 ¢ 3,
enquanto, o Cluster 2 apresentou um perfil mais complexo de alteragdes genomicas.
A comparagdo do cluster 1 e cluster 2 revelou ganhos significativos em 1p, 1q, 9q,
16p, 19p e 20q e perdas em 17p e 18q (Figura 16A), as quais estavam frequentes no
cluster 2 e praticamente ausentes no cluster 1. A comparagdo entre cluster 2 e o

cluster 3 revelou perdas em 13q e ganhos em 11q, 17p e 20q com alta frequéncia no
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cluster 2 quando comparado ao cluster 3 (Figura 16B), enquanto a analise cluster 1
com o cluster 3 demonstrou ganhos especificos em 16p e 20q para o cluster 3 e
perdas em 13q e 17p prevalentes para o cluster 1 (Figura 16C). As regides
cromossomicas significativamente diferentes na comparagdo dos trés clusters foram
compiladas nos Anexos 9 a 11.

A comparagao das alteragdes presentes nos trés clusters com os dados clinicos
e patologicos de cada paciente revelou uma associagdo significativa entre os tumores
presentes no cluster 2 e género feminino (P = 0,020), assim como, casos de pacientes
que morreram em decorréncia da doenga (P = 0,022). O cluster 3 foi principalmente
composto por pacientes do género masculino (P = 0,023). Nenhuma associa¢ao
significativa entre as alteragdes gendomicas e os parametros clinicos foi demonstrada
para o cluster 1.

A maioria dos casos de pior progndstico estavam localizados no cluster 2,
incluindo 55% (3/6 SPI e 3/5 LMS) dos casos que desenvolveram metastase a
distancia e 70% (5/8 SPI e 4/5 LMS) dos casos que morreram em decorréncia da
doenga. Na comparagdo com os demais clusters, 105 alteragdes foram exclusivas
para o cluster 2 (mais de 50% dos casos), sendo os ganhos em 1q21.2, 1q21.3,
9q34.11, 11p15.5, 11q13.1, 16p13.3 e 20q13.33 descritos previamente neste estudo

como alteragdes significativas em SPI e LMS (Quadro 5).
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Figura 15 - Analise de agrupamento hierarquico nao supervisionado realizada nas 20 SPI (preto) e 17 LMS (cinza) baseada no perfil de
alteracdes gendmicas encontrado em cada caso. (A) A anélise dividiu os casos em trés grupos denominados Cluster 1 (11 casos), Cluster 2 (16 casos) e Cluster 3
(10 casos) representados pelas cores verde, azul e vermelho, respectivamente. No entanto, ndo foi possivel observar o agrupamentos dos casos referentes aos sitios
anatdmicos como extremidade superior (pink), extremidade inferior (roxo), tronco (laranja), retroperitdneo (amarelo) e cabega e pescoco (rosa). A (B) Representagdo
grafica do padrio de alteragdes genomicas para cluster 1, cluster 2 e cluster 3. As barras superiores (azuis) indicam ganhos gendmicos, enquanto as barras inferiores
(vermelhas) referem-se a perdas cromossdmicas. Adaptacéio de imagem obtida no software Nexus version 6.0.
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Figura 16 - Representacdo grafica da comparagao do padrao de alteragdes gendmicas para cluster 1 (11 casos), cluster 2 (16 casos) ¢ cluster 3

(10 casos). Foi realizada a comparagio cluster 1x2 (A), cluster 2x3 (B) e cluster 1x3 (C). As barras superiores (azuis) indicam ganhos gendmicos, enquanto as barras
inferiores (vermelhas) referem-se a perdas cromossémicas. As alteragdes encontradas significativamente na comparacao serial entre os clusters foram compiladas na barra
superior (*). Adantacdo das imagens obtidas no software Nexus 6.0.
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Quadro 5 - Alterag¢des envolvidas em ganhos exclusivas para o cluster 2 observadas previamente em SPI e LMS.

Inicio Término Evento

Regido

Tipo tumoral Frequéncia

cromossomica Cluster 1 (%)

1q21.2

1q21.3

1q21.3

1q21.3
9q33.3-q34.11
9q34.11
11p15.5
11p15.5
16p13.3
20q13.33
20q13.33
20q13.33
20q13.33
Regido
cromossomica
11q13.1

11q13.1
11q13.1

148,838,061
151,256,551
151,345,357
151,440,060
129,284,384
130,004,976
0
1,177,920
1,062,920
60,236,430
60,374,551
61,137,054
61,645,574

Inicio

65.975.701
66.296.450
66.361.467

149,236,666
151,345,357
151,440,060
151,856,750
130,004,976
130,655,259
1,177,920
1,326,762
1,341,725
60,374,551
61,137,054
61,645,574
61,684,607
Término

66.296.450
66.361.467
66.712.607

Tipo tumoral

Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Evento

Ganho
Ganho
Ganho

o

S O O O O O O O o o <o

Frequéncia
Cluster 3 (%)

Frequéncia P- Valor
Cluster 2 (%)
50.0 0.008
50.0 0.008
56.25 0.003
62.5 0.001
62.5 0.001
56.25 0.003
56.25 0.003
50.0 0.008
56.25 0.003
93.75 0.001
100.0 0.008
93.75 0.007
81.25 0.003
Frequéncia P- Valor
Cluster 2 (%)
62.5 0.003
56.2 0.004
50.0 0.009

LMS
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5.6 ANALISE DA SOBREVIDA GLOBAL E RELACAO COM
PADROES GENOMICOS NAS AMOSTRAS DE SARCOMAS

PLEOMORFICOS INDIFERENCIADOS E LEIOMIOSSARCOMAS

Os 37 pacientes avaliados apresentavam seguimento médio de 22,1 e 38, 8
meses para SPI e LMS, respectivamente.Todos os 6bitos observados nesta casuistica
foram decorrentes da doenga (cancer). Os dados de sobrevida global (overall
survival, OVS) foram calculados como o tempo entre a data do diagndstico e a
ultima informacdo do paciente. Todas as alteragdes estatisticamente significativas
observadas nos dois grupos tumorais avaliados (P < 0,05; Tabelas 4 e 5) e os grupos
detectados nas analises de agrupamento hierarquico (clusters 1, 2 e¢ 3) foram
comparados com os dados de sobrevida.

Nao foram obtidos resultados significativos entre a sobrevida global dos
pacientes na analise dos trés diferentes clusters (P < 0,05; Figura 17A). Entretanto,
foi detectada sobrevida significativamente reduzida em pacientes com SPI que
apresentavam perdas em 1g21.1-q21.2 em relagdo aos ganhos na mesma regido (P =
0,0019; Figura 17B). Nas amostras de LMS, foram observadas associagdes
significativas entre as menores taxas de sobrevida e a presenca de regides envolvidas
em ganhos, incluindo 1g21.3 (P = 0,0001), 6p21.32 (P = 0,027), 11q12.2-q12.3 (P =
0,005), 16p11.2 (P = 0,027), 19q13.12 (P = 0,026) e 19q13.43 (P = 0,016) (Figuras

18A a F).
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Figura 17 - Curvas de Kaplan-Meier segundo alteragdes genomicas nos casos sarcomas

pleomorficos indiferenciados (SPI) ¢ para cada cluster avaliados por CGH-array. (A)
Reducdo da taxa de sobrevida global foi significativamente associada com perda gendémica em 1q21.1-
q21.2 (P =0,0019). Nao foram observados valores significativos de OVS para outras regioes de perdas ou
ganhos considerando as regides que foram estatisticamente significativas em SPI. (B) Nao foi observada
significancia estatistica segundo o padrdo de complexidade gendmica presente nos trés clusters. Adaptagao
das imagens obtidas no programa Nexus version 6.0.
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Figura 18 - Curvas de Kaplan-Meier segundo alteragdes genOmicas nos casos

leiomiossarcomas (LMS) avaliados por CGH-array. A redugio da taxa de sobrevida global
foi significativamente associada com as seguintes alteragdes cromossomicas envolvidas em ganhos:
(A) 1g21.3 (P = 0,0001), (B) 6p21.32 (P = 0,027), (C) 11q12.2-q12.3 (P = 0,005), (D) 16p11.2 (P =
0,027), (E) 19q13.12 (P = 0,026) e (F) 19q13.43 (P = 0,016). Nao foram observados valores
significativos de OVS para outras regides de perdas ou ganhos considerando as regides que foram

estatisticamente significativas em LMS. Adaptagdo das imagens obtidas no programa Nexus version
6.0.



84

Foi realizada uma anélise multivariada com o intuito de identificar fatores
prognosticos indepententes para o grupo de pacientes com sarcomas pleomorficos e
leiomiossarcomas. Nesta avaliagdo, foram consideradas as caracteristicas
clinicopatoldgicas (tamanho, profundidade, topologia, tratamento e recorréncia local)
e as alteragdes gendmicas que foram significativas nas analises univariadas.

Esta analise revelou que o aumento do nimero de copias em 1g21.3 mostrou-
se significativamente associado com risco de morte pela doengca em
leiomiossarcomas (P = 0,019, risco relativo = 13,76; intervalo de confianga de 95% =
1,534-123,427). O risco associado a esta alteragdo foi considerado como
independente de qualquer outra caracteristica tumoral (ex., como tamanho, topologia,
etc). Pacientes portatores do ganho em 1qg21.3 apresentam um risco de morte pela
doenga 13,76 vezes maior quando comparado aqueles que ndo apresentam esta
alteragao.

Na analise multivariada, nenhuma caracteristica clinica foi considerada como

fator de risco independente.
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5.7 AVALIACAO DO NUMERO DE COPIAS DO DNA PELA PCR

QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (qPCR)

A andlise pela CGH-array revelou regides (100 Kb at¢ 4 Mb)
significativamente alteradas em SPI e LMS (Tabelas 4 e 5). Com o proposito de
explorar estas alteracdes, foram selecionados quatro genes para confirmar as
alteragdes no nimero de copias do DNA em 1g21.1-g21.2 (ARNT), 1g21.3 (PBXIP1
e SCL27A3) e 11q13.2-q13.3 (CCND1). A metodologia de PCR quantitativa em
tempo real (QPCR) foi aplicada em 16 SPI e 11 LMS, previamente avaliados pela
CGH-array (casos marcados * na Tabela 2). A Figura 19 ilustra a localizagdo dos
iniciadores nos quatro genes avaliados.

Oito pares de iniciadores (primers; Tabela 1) foram desenhados delimitando
regioes marcadoras com cobertura da mesma sequéncia da sonda (ARNT-P1)
presentes na plataforma (Agilent 4x44K), assim como, foram selecionadas regides
que flanqueavam estas sondas para determinar a extensao das sequéncias alteradas
(ARNT-P2, PBXIP1-P2, SLC27A3-P1 ¢ CCND1-P2). Em adi¢dao, os iniciadores
também foram desenhados em regides de jungdes entre os introns e os éxons para
verificar o envolvimento de alteragdes em éxons ou nos sitios de splicing 5' e 3'
(ARNT-P3, PBXIP1-P1 e CCND1-P1). Embora a maioria das sondas esteja mapeada
em introns, duas sondas estdo localizadas em regides exodnicas, incluindo aquelas
representativas dos genes SLC27A3 (uma marcador) ¢ ARNT (um marcador). Entre
os 10 controles saudaveis (controle bioldgico) ndo foram observadas alteragdes no

numero de copias nas regides envolvendo os genes avaliados.



86

A construgdo de curvas-padrdo a partir de diluigdes de DNA de um pool de
amostras de SPI e LMS foi realizada para os oito pares de iniciadores. Foram
considerados somente os ensaios que apresentaram eficiéncias variando de 90-110%,
o que indica que ao final de cada ciclo o transcrito molde ¢ duplicado. Todos os oito
pares de iniciadores avaliados apresentaram resultados satisfatorios de eficiéncia e
especificidade e foram utilizados nas analises: ARNT_P1: 94,9%; ARNT_P2: 92%;
ARNT_P3: 91%; PBXIP1 P1: 97,6%; PBXIP1 P2: 93,9%, SLC27A3 P1: 99,6%,
(F), CCND1_P1: 91% e CCND1_P2: 96,8% (Figura 20). As reacdes foram entdo
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% e foi confirmada a extensdo do

produto amplificado e auséncia de amplificacdo inespecifica.
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Figura 19 - Ideogramas demonstrando a localizagdo dos quatro genes (ARNT, PBXIP1, SLC27A3 e CCND1) selecionados para a avaliacdo das
alteragdes no numero de copias em 11 LMS e 16 SP usando a PCR quantitativa em tempo real. As regides foram selecionadas de acordo com a analise de CGH
array. Para esta abordagem foram desenhados oito pares de iniciadores flanqueando os genes selecionados incluindo (A) trés iniciadores para ARNT (ARNT-P1, ARNT-P2 ¢ ARNT-
P3), (B) dois para PBXIP1 (PBXIP1-P1 e PBXIP1-P2), (C) um para SLC27A3 (SLC27A3-P1) e (D) dois para CCND1 (CCND1_P1 e CCND1-P2). Os iniciadores foram desenhados

utilizando o programa Primer-Blast online software (disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e as sequéncias gendmicas de DNA de regides candidatas foram
obtidas a partir do website Ensembl Genome Browser (GRCh37/hg19 Human Reference Assemblv: Fevereiro de 2009).
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Figura 20 - Representacao da curva-padrao (esquerdér) e curva de dissociagdo
(direita) obtidas para os oito iniciadores presentes em cada um dos quatro genes
avaliados por qPCR: ARNT_P1 (A), ARNT_P2 (B), ARNT_P3 (C), PBXIP1 P1 (D),
PBXIP1_P2 (E), SLC27A3 P1 (F), CCND1_P1 (G) e CCND1_P2 (H). As eficiéncias

foram satisfatorias e variaram de 90-100% (vide texto) e as curvas de dissociagdo demonstraram a

especificidade das reagdes.
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Figura 21 - Representagdo grafica da avaliagdo do nimero de copias gendmicas nas
amostras de sarcoma pleomorfico indiferenciado (16) e leiomiossarcoma (11) pela

metodologia de PCR quantitativa em tempo real (QPCR). Quatro genes foram avaliados em
(A) 1g21.1-q21.2 (ARNT), (B) 1g21.3 (PBXIP1 ¢ SCL27A3) e (C) 11q13.2-q13.3 (CCND1). Os
valores estabelecidos para cada alteragdo genomica foram baseados no valor teérico para o genoma
diploide, sendo 0,10 para delecdo homozigota, 0,55 para delegdo heterozigota, 1,35 para ganho de
uma copia e 1,85 para valores acima de duas copias e alto nivel de ganhos. O intervalo entre esses
valores foi considerado como normal (0,55 a 1,35) e estd delimitado pela linha pontilhada nos
graficos. Normal: controle bioldgico; LMS: leiomiossarcoma; SPI: sarcoma pleomorfico
indiferenciado. As imagens foram geradas pelo programa Graphpad Prism 5.
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Os resultados da analise das alteracdes do numero de copias do DNA para os
quatro genes foram compilados na Figura 21. Um aumento do nimero de copias do
gene ARNT, envolvendo todos os marcadores (ARNT-P1, ARNT-P2 e ARNT-P3), foi
observado nos dois grupos tumorais, embora estas altera¢des tenham sido prevalentes
nos SPI. Das 10 amostras de SPI que apresentaram ganhos envolvendo o marcador
ARNT-P3 (jungdo intron-éxon 7-8) (SP3, SP4, SP7, SP8, SP9, SP13, SP16, SP20,
SP21 e SP23), sete exibiram um aumento do marcador ARNT-P2 (éxon 14) (SP3,
SP7, SP8, SP9, SP20, SP21 e SP23). Em adi¢do, trés casos com ganho na regiao
envolvendo os iniciadores ARNT-P1 (jungdo éxon-intron 6-6) também apresentaram
ganhos nas regides dos iniciadores ARNT-P2 e ARNT-P3 (SP7, SP8 e SP9). Para as
amostras de LMS, foram observados trés casos com aumento do nimero de copias
envolvendo ARNT-P2 e ARNT-P3 (LMS4, LMS7 e LMS18), dois dos quais também
apresentaram alteracdes em ARNT-P1 (LMS4 e LMS7). De modo geral, as regides de
ganhos que envolveram todos os marcadores para o gene ARNT (ARNT-P1, P2 e P3)
foram encontradas em SPI (SP7, SP8 e SP9) e LMS (LMS4 e LMS?7), sugerindo uma
extensa regido de ganhos envolvendo aproximadamente 17 Kb no gene ARNT
(Figura 21A).

Semelhante ao observado para o gene ARNT, os ganhos envolvendo o gene
PBXIP1 foram prevalentes em SPI. Nos marcadores mapeados em PBXIP1, o
aumento do nimero de copias em PBXIP1-P1 (jungao éxon-intron 2-2) e PBXIP1-P2
(intron 1) foi observado em 2/16 (SP7 ¢ SP9) e em 6/16 (SP7, SP9, SP13, SP20,
SP21, SP22 e SP23) amostras de SP, respectivamente. Dois casos apresentaram
ganhos de ambas as sondas, compreendendo uma regido de aproximadamente 2 Kb

(SP7 e SP9). Em LMS, as alteracdes no gene PBXIP1 foram observadas em trés
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tumores (LMS7, LMS18 e LMS22). Da mesma forma, foram observados ganhos em
6/16 SPI (SP3, SP4, SP7, SP9, SP20 ¢ SP21) e 2/11 LMS (LMS7 ¢ LMSI18) para o
marcador SLC27A3-P1 (éxon localizado préximos (éxon 7) a 200 pb da regido da
sonda do gene SLC27A3 (intron 7) (Figura 21B).

Para a andlise dos marcadores representativos do gene CCND1, foram
observados ganhos e perdas envolvendo simultaneamente as duas sondas (CCND1-
P1 e CCND1-P2) em trés (SP2, SP20 e SP22) ¢ em um caso (SP7) de SPI,
respectivamente. Para LMS, os ganhos foram observados em duas amostras
envolvendo marcadores diferentes (Figura 21C).

E interessante notar que os genes ARNT, PXIP1 e SCL27A3 estdo mapeados
em 1921, de forma que as sondas representativas destes genes correspondem a uma
regido de aproximadamente 4.12 Mb (amplicon). Os ganhos envolvendo a regido
delimitada pelas trés sondas foram observados em dois casos de SPI (SP7 e SP9),
sendo que um alto nivel de ganhos para esta regido foi observado em um caso (SP9).
Este padrao de ganhos envolvendo os trés genes nao foi detectado em LMS. De
modo geral, os ganhos envolvendo os genes ARNT, PBXIP1 e SCL27A3 confirmam

os resultados detectados na analise de CGH-array.
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6 DISCUSSAO

Os sarcomas de partes moles (SPM) sdao um grande grupo de neoplasias
malignas de origem mesenquimal que exibem caracteristicas clinico-morfologicas
heterogéneas. No entanto, a maioria dos sarcomas ndo apresenta uma linhagem de
diferenciagdo celular definida, representando um grande desafio diagnéstico para os
patologistas (NIELSEN e WEST 2010). Na maioria dos casos, a classificacdo precisa
dos sarcomas ¢ apenas parcialmente possivel, uma vez que os critérios vigentes de
classificagdo histopatoldgica sdo muitas vezes inconclusivos e ndo refletem a
complexidade molecular destes tumores (OSUNA e DE ALAVA 2009). Dessa
forma, uma fragao consideravel dos sarcomas nao ¢ classificada precisamente ou sao
agrupados em outras entidades, como ¢ observado nos sarcomas pleomorficos
indiferenciados (SPI) (GUILLOU e AURIAS 2010; KONSTANTINOPOULOS et al.
2010).

A avaliagdo de alteragdes gendmicas e do padrao de expressao gé€nica em
larga escala tem sido realizada para caracterizar perfis genéticos em sarcomas de
partes moles. Entretanto, estes estudos sdo limitados em decorréncia do tamanho da
casuistica ou devido a selecdo das amostras e, portanto, os modelos que seriam
clinicamente aplicaveis para a classificagdo ¢ o diagnostico dos SPM ndo foram
relatados ou ndo foram validados de forma independente (BAIRD et al. 2005;
HENDERSON et al. 2005). Em adi¢@o, pouco ¢ conhecido a respeito das alteragdes

genéticas e moleculares associadas com a evolucdo clinica dos sarcomas com
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cariotipos complexos, particularmente dos sarcomas pleomorficos indiferenciados e
leiomiossarcomas.

Atualmente, o termo SPI (também denominado SPI/FHM) ¢ utilizado para
designar SPM que ndo apresentam uma linha de diferenciacao celular especifica e
onde sdo excluidas as alteracdes associadas a diferenciacao epitelial, melanocitica e
linfoide; sendo, portanto realizado um diagndstico por exclusao (DEI TOS 2006;
FLETCHER 2006; THWAY 2009). No entanto, ainda ndo esta completamente
elucidado se os sarcomas pleomorficos indiferenciados representam um padrdo
morfoldgico compartilhado por diferentes neoplasias que, independentemente da sua
diferenciagdo, tornaram-se progressivamente mais indiferenciados ou se esses
tumores surgiram a partir da transformagdo de células-tronco mesenquimais (MSC)
(TOLAR et al. 2007; PENNACCHIOLI et al. 2012).

Considerando a hipétese da origem a partir de MSC, MATUSHANSKY et al.
(2007) utilizaram um painel de genes que se expressam especificamente em células-
tronco mesenquimais em amostras de MSC humanas, SPI e outros subtipos de
sarcoma com o intuito de avaliar o papel das MSC na formagao dos SPI. A andlise de
agrupamento hierarquico nao supervisionado, a partir da assinatura destes genes,
revelou que as MSC humanas se agruparam exclusivamente com os SPI.

Por outro lado, varios estudos usando as metodologias de CGH-array e
cDNA microarray sugeriram que os SPI ndo sdo uma entidade biologica distinta, mas
representam uma cole¢ao heterogénea de sarcomas de alto grau (NIELSEN et al.
2002; SEGAL et al. 2003; BAIRD et al. 2005; FRANCIS et al. 2007; NAKAYAMA
et al. 2007; CARNEIRO et al. 2009; BECK et al. 2010; KONSTANTINOPOULOS

et al. 2010). Embora a maioria destes estudos em larga escala utilize plataformas



94

distintas contendo diferentes sequéncias génicas, o padrao de alteracdes gendmicas e
o perfil de expressdo génica demonstram uma grande similaridade entre os sarcomas
pleomorficos indiferenciados e leiomiossarcomas, mesmo quando avaliados com
outros subtipos tumorais (FLETCHER et al. 2001; LEE et al. 2003; FRANCIS et al.
2007; CARNEIRO et al. 2009; GIBAULT et al. 2010; CHIBON et al. 2010;
KRESSE et al. 2010; MILLS et al. 2011).

Considerando-se a raridade do sarcoma pleomorfico indiferenciado, o nimero
de amostras incluidos no presente estudo foi limitado. No entanto, foram avaliadas
apenas amostras de tumores primdrios e de recorréncia local de pacientes que ndo
foram submetidos a tratamento quimioterapico ou radioterapico prévio a coleta do
material. Em literatura, raros estudos incluem esses dados, resultando em alteragdes
genéticas que podem ser decorrentes do tratamento € ndo do processo tumoral.

Na presente casuistica, todos os tumores foram revisados por um unico
patologista que utilizou andlises de imunoistoquimica para corroborar o diagnostico
histopatologico. Assim, ndo ha dados dispares de andlises resultantes da
variabilidade entre os avaliadores. Os principais marcadores musculares utilizados
(AML, HHF-35, desmina, calponina e caldesmon), previamente descritos em
literatura como tteis para o diagndstico, foram também aplicados entre os casos
deste estudo. Entretanto, uma grande variabilidade morfologica e do padrio de
expressao proteica por imunoistoquimica foi observada em 13 casos (SP1, SP2, SP6,
SP7, SP8, SP13, SP16, SP19, LMS6, LMS7, LMS16, LMS19 e LMS20),
dificultando o diagndstico clinico. Estas amostras com diagnostico complexo (ADC)
foram caracterizadas por apresentarem uma morfologia pleomorfica semelhante a

mixofibrosarcoma, leiomiossarcomas e lipossarcoma desdiferenciado; porém, a falta



95

de evidéncias histologicas e dos marcadores avaliados sugeriu que varios casos
fossem classificados como SPI (SP1, SP2, SP6, SP7, SP8, SP13, SP16 ¢ SP19).
Embora tenham sido classificados desta forma, n3o ¢é possivel descartar
completamente as outras possibilidades diagnosticas. Dessa forma, considerando que
o diagnostico dos sarcomas pleomorficos indiferenciados ¢ complexo, as andlises
genOmicas e outras técnicas em larga escala podem contribuir para a identificagao de
marcadores e de vias bioldgicas especificas, os quais podem ser traduzidos como
ferramentas adicionais para classificacdo e diagnodstico destes tumores na pratica
clinica.

Neste estudo foram investigadas 20 amostras de SPI e 17 amostras de LMS,
utilizando-se a técnica de CGH-array na plataforma Agilent Human 4x44K CGH
Microarrays. Na analise global das regides cromossdmicas alteradas, o nimero de
ganhos e perdas gendmicas nas amostras de SPI foi superior ao observado nos LMS
(2.003 e 910, respectivamente), incluindo a detecgdo de grandes segmentos
cromossOmicos (maiores que 10 Mb) em casos especificos. Em adi¢do, foram
identificadas 31 regides cromossOmicas significativamente recorrentes envolvidas
com aumento ¢ diminui¢do do nimero de cépias do DNA (presentes em mais de
20% dos casos). Estas regides foram comparadas com os dados clinicos, sendo
observadas diferencas significativas com caracteristicas de pior prognostico,
particularmente nas amostras de leiomiossarcomas.

As regides gendomicas minimas significativamente recorrentes nos SPI e LMS
foram comparadas com o banco de dados de variagdes no numero de copias do DNA
(do inglés, CNV) previamente descritas (DGV, Database of Genomic Variants), para

avaliar aquelas que teriam uma importancia funcional e impacto fisiologico em SPI e
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LMS. As CNVs sao definidas como um segmento de DNA com tamanho maior que
1 Kb e que, quando comparados com um genoma referéncia, apresentam variagao no
seu numero de copias (FEUK et al. 2006; LUPSKI 2007). O mecanismo de
desenvolvimento das CNVs ainda nao foi completamente esclarecido, mas delegdes,
duplicagcdes, inversdes, inser¢des e translocagdes sdo alguns dos eventos que
resultam em CNV (ALMAL e PADH 2012).

Muitas destas variagdes genOmicas tém um papel fundamental na
suscetibilidade a doengas especificas, na resposta a drogas e no desenvolvimento do
cancer (ESTIVILL e ARMENGOL 2007; SHLIEN e MALKIN 2009). Em cancer, as
CNV foram catalogadas de acordo com a frequéncia que sdo descritas na populagdo
(rara ou comum), assim como, se estas regides coincidem com genes previamente
relatados em literatura como associados ao fenotipo tumoral (ALMAL ¢ PADH
2012).

Nos sarcomas pleomorficos indiferenciados foram identificadas 16 alteragdes
gendmicas significativas, incluindo ganhos em 1q21.1-q21.2, 1q21.3-q23.1, 2ql1.1-
qll.2, 3pl2.1-pl11.2, 7q22.1, 8pl1.21, 9q34.11, 11pl15.5, 11ql3.1, 11ql13.1-q13.2,
16p13.3, 16q24.3, 18p11.32, 20p11.21 e 20q13.33 e a perda em 3p26.3. Os dados
obtidos concordam com os descritos em literatura, os quais incluem ganhos
recorrentes em SPI envolvendo 1921, 7q21-qter, 11q13.2, 16p13 e 20q (FORUS et
al. 1995; MAIRAL et al. 1999; SIMONS et al. 2000; WENG et al. 2003;
LARRAMENDY et al. 2008; CARNEIRO et al. 2009; KRESSE et al. 2010). Os
ganhos recorrentes em 20q13.33, 1q21.3-g23.1 e 7g22.1, assim como a perda em

3p26.3, foram observados em mais 50% dos SPI avaliados em nosso estudo,
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sugerindo que estas regides genomicas devem conter genes criticos associados a esse
processo tumoral.

Entre os 55 genes mapeados em 20ql13.33 (ganhos gendmicos) estdo
incluidos aqueles associados com a inibi¢ao da apoptose (BIRC7 e EEF1A2), assim
como envolvidos em angiogénese (LAMAS). Em adicdo, nesta regido estdo mapeados
seis microRNAs (MIR1-1, MIR124-3, MIR133A2, MIR3196, MIR4326 ¢ MIR4758)
que também estavam alterados quanto ao numero de cdpias. Com o intuito de
identificar um perfil de microRNA especifico para cada subtipo tumoral,
SUBRAMANIAN et al. (2008) avaliaram um painel de 87 microRNAs em sete
subtipos de sarcomas, incluindo seis LMS. Os autores observaram um aumento
significativo na expressdo de miR-1, miR-133a ¢ miR-133b em LMS quando
comparados as amostras normais de musculo liso. Um aumento significativo da
expressdo do miR-1 e miR-133a foi descrito previamente em leiomiossarcomas e
rabdomiossarcomas, onde foram associados com proliferagdo de mioblastos e
miogénese (CHEN et al. 20006).

Em SPI, foram detectados ganhos (oito casos) ¢ perdas (dois casos) em
1921.1-q21.2, sendo observado um aumento do risco de morte pela doenga nos
pacientes que apresentaram perdas de 1q21.1-q21.2 em relag@o aqueles pacientes que
apresentaram ganhos na mesma regido (P = 0,0019). Sessenta e quatro genes
alterados estavam mapeados em 1q21.1-q21.2, incluindo aqueles que codificam
proteinas que atuam na regulacdo da transcri¢do, como os membros da familia das
histonas H2 (HIST2H family), proteinas envolvidas no remodelamento da cromatina
(SETDB1) e no mecanismo de splicing do RNA (PRP3, PRPF3, PSF ¢ SF3B4),

assim como, proteinas envolvidas na formagdo de organelas celulares (GOLPH3L),
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metabolismo de xenobidticos (ARNT), osteogénese (ECM1) e resposta imune
(FCGR1A, FCGR1B e¢ FCGR1C). Varios estudos demonstraram um alto nivel de
amplificacdo na regido 1q21-q22 em sarcomas pleomorficos indiferenciados
(MAIRAL et al. 2000; DERRE et al. 2001; SIMONS et al. 2000; WENG et al. 2003;
KRESSE et al. 2010) e em uma variedade de outros sarcomas, incluindo
osteossarcomas ¢ lipossarcomas (FORUS et al. 1998; TARKKANEN et al. 2006;
LOUIS-BRENNETOT et al. 2011). No entanto, nenhuma associacdo clinica
envolvendo esta regido foi observada nestes subgrupos tumorais.

Outras regides significativamente recorrentes foram as perdas em 3p26.3 ¢ os
ganhos em 7qg22.1. Quatro genes apresentaram diminui¢do do niimero de copias em
3p26.3, sendo CALLI e CHL1 relacionados a adesdo celular e desenvolvimento
neuronal. Em 7q22.1 foram identificados 61 genes que estdo relacionados a
processos fundamentais para sobrevivéncia da célula tumoral, dos quais muitos
estavam associados com remodelamento da cromatina (ACTL6B), replicacdo do
DNA (ACHE), regulagdo da transcricdo (LRCH4, SAP25 e TSC22D4) e
processamento do miRNA (ARS2 e SRRT). Também foram observados genes que
codificam proteinas associadas com inibicdo da apoptose (EPO), formagdo da
membrana basal (PCOLCE e PLOD3), motilidade celular (TRIP6), angiogénese
(EPHB4 e SERPINEL), metabolismos de glicose e glicerol (VGF e MOGATS3).

A diminuicdlo do numero de copias presente em 18pl11.32 foi
significativamente associada a casos de SPI presentes em pacientes que estavam
vivos com a doencga (P = 0,016). Em nossa casuistica, foram observados apenas trés
casos de pacientes que estavam vivos com a doenga (SP22 e SP23) durante o periodo

deste estudo. No entanto, estes pacientes desenvolveram metastase a distdncia para
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sitios especificos (pulmao, ossos e peritdnio) em um periodo inferior a quatro meses.
Embora em um pequeno niimero de casos, a perda em 18p11.32 parece favorecer um
fenotipo de pior prognoéstico. Dessa forma, nos investigamos os genes que estavam
mapeados nesta regido, entre os quais foram identificados genes envolvidos na
determinagdo da posi¢do dos centrdmeros e segregacao dos cromossomos durante a
mitose (CETNL1), reparo do DNA (TYMS), processamento do RNA (THOC1), morte
celular (CLUL1), aumento da permeabilidade vascular e coagulacao (YES1).

Em contraste, os ganhos em 16q24.3 estavam significativamente presentes
em tumores de pacientes que estdo vivos sem a doenga (P = 0,043). Para estes
pacientes (SP1, SP16, SP17 e SP20) o tempo de seguimento clinico foi em média
33,8 meses, embora o caso SP16 tenha apresentado um seguimento inferior a dois
meses. Nenhum paciente apresentou recorréncia local ou desenvolveu metastase
durante o periodo deste estudo. Em adicdo, também ndo foi observado
comprometimento neopldsico das margens cirurgicas nestes casos. A avaliagdo das
margens cirurgicas quanto a presenga de tecido tumoral ¢ um importante fator
prognoéstico em diversos em sarcomas, onde estudos demonstram que as chances de
sobrevida s3o maiores na presenca de margens livres (GANJOO e JACOBS 2010). A
associagdo do ganho em 16q24.3 com pacientes que estdo vivos sem a doenga, assim
como, a auséncia de margens cirurgicas comprometidas nestes pacientes sugere que
esta alteragdo possa conter genes importantes que contribuem para o controle da
doenca. Investigando esta regido foram observados 22 genes, incluindo aqueles
associados a miogénese (CDH15), regulacdo do ciclo celular (CDK10), replicagdo do
DNA (TYMS), sintese proteica (RPL13), biogénese de organelas (SPG7) e regulagdo

transcricional (ANKRD11).



100

As amplificagdes génicas sdo caracteristicas essenciais de canceres avancados
e estdo associadas com mecanismos de resisténcia a drogas no tratamento clinico do
cancer (MYLLYKANGAS ¢ KNUUTILA 2006; SANTARIUS et al. 2010). Entre as
regides cromossomicas significantes em SPI, um alto nivel de ganhos em 3pl12.1-
pl1.2 (85.96-87.62 Mb) foi frequentemente observada em cinco casos avaliados
(SP2, SP9, SP15, SP19 e SP22). Os genes BC040985, BC050344, CADMZ2,
CHMP2B, POU1Fl1 e VGLL3 estavam mapeados nessa regido, incluindo o
microRNA MIR4795.

Um alto nivel de ganhos em 3pl11-p12 também foi previamente relatado em
um subconjunto de SPI por analises de CGH-array (CARNEIRO et al. 2009;
KRESSE et al. 2010). Em outro estudo, niveis elevados de expressao de CHMP2B ¢
VGLL3 ja foram descritos em SPI com padrao inflamatério (IFHM) que
apresentavam concomitante amplificagdo da regido 86.30-87.74 Mb em 3pl11.1-12.1
(HALLOR et al. 2009). A classificagdo da WHO para os sarcomas pleomorficos
indiferenciados  considera  trés  categorias: (1) sarcoma  pleomorfico
indiferenciado/FHM pleomorfico, (2) sarcoma pleomorfico indiferenciado com
células gigantes/FHM com células gigantes e (3) sarcoma pleomorfico indiferenciado
com padrdo inflamatério/ FHM inflamatorio (FLETCHER et al. 2002). O SPI/FHM
com padrdo inflamatorio apresenta um proeminente infiltrado de histidcitos e células
inflamatorias. No entanto, semelhante ao observados em SPI do tipo pleomorfico,
estes tumores também sdo caracterizados pela auséncia do padrao de diferenciagdo
celular que pode ser compartilhado por diferentes neoplasias como carcinomas,
linfomas, leiomiossarcomas e lipossarcomas (HOLLOWOOD e FLETCHER 1995;

HISAOKA et al. 1997).
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Em uma revisao da literatura, YANG et al. (2009) relataram que as principais
alteragdes numéricas descritas em leiomiossarcomas foram ganhos em 1ql2-q31,
1921, 1p3, 5pl5, 6q, 8q24, 15q12-ql5, 15925-q26, 16p, 17p, 17q, 19, 20q e 22q ¢
perdas em 1g42-qter, 1p36, 2p, 2q, 2pl5-pter, 3p21-p23, 4q, 8p21-pter, 9p, 10p,
10g23-qter, 11p, 11g23-qter, 13q12-ql13, 13q14-21, 13q32-qter, 16q e 18pll. No
presente estudo alteragdes envolvendo 1q21.3, 6p21.32, 11q12.2-q12.3, 16pl11.2,
19q13.12 e 19q13.43 foram relacionadas significativamente com redugdo da
sobrevida dos pacientes. Para o nosso conhecimento, ndo foi reportada uma
assinatura de pior prognostico em leiomiossarcomas.

Neste estudo, ganhos envolvendo uma regido de 511 Kb em 1g21.3 foram
compartilhadas entre SPI e LMS. Para os SPI, ndo foi observada nenhuma correlacao
entre o ganho em 1g21.3-q22 e os dados clinicos ou sobrevida. Entretanto, o ganho
envolvendo 1g21.3 foi significativamente associado aos casos de LMS em que os
pacientes desenvolveram metastase a distancia (P = 0,001; LMS4, LMSS5, LMS6 e
LMS20) e/ou que morreram em decorréncia da doenga (P = 0,002; LMS4, LMSS,
LMS6, LMS8 ¢ LMS20).

Similar ao observado no grupo dos SPI, o aumento do nimero de copias em
1921-g22 também foi descrito em varios estudos de CGH cromossémico e CGH-
array como uma alteracdo importante em LMS (FORUS et al. 1995; LEVY et al.
2000; HU et al. 2005; YANG et al. 2009; CARNEIRO et al. 2009). Em nosso estudo,
a presenca de ganhos em 1g21.3 foi considerado como um importante fator de risco
de morte pela doenga independente de qualquer outra caracteristica do tumor (ex.,

como tamanho, topologia, etc) em pacientes com leiomiossarcomas. Estes dados
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sugerem que os genes mapeados nesta regido devem ter papel importante no
desenvolvimento de um fenotipo clinicamente agressivo em leiomiossarcomas.

Nesta regido, alguns genes observados em nosso estudo (RAB25, MUCL,
SPRR ¢ os membros da familia S100) também foram descritos como importantes
marcadores associados ao desenvolvimento de muitos sarcomas (SZYMANSKA et
al. 1997; ARMENGOL et al. 1997). Na tentativa de caracterizar os genes mapeados
no amplicon 1q21-q22 em sarcomas, FORUS et al. (1998) avaliaram o perfil de
amplificacdo pela FISH para sondas representativas de 14 genes, incluindo MUC1,
SPRR1B, SPRR2A, SPRR3 e S100A6, em wuma série de 35 sarcomas
(leiomiossarcomas, lipossarcomas, sarcomas pleomorficos e osteossarcomas)
previamente avaliados por CGH cromossdmico. Embora em baixa frequéncia, os
autores observaram amplificacdes para todos os genes avaliados, sendo dois casos de
LMS que apresentaram amplificagdo de MUC1l e SPRR3; porém, nenhuma
associagdo significativa entre as caracteristicas clinicas e o perfil de amplificagdo
destes genes foi observada neste estudo.

Treze genes da familia S100 também foram identificados nesta regido em
nosso estudo (S100A9, S100A8, S100A7A, S100A7L2, S100A7, S100A6, S100AS5,
S100A4, S100A3, S100A2, S100A16, S100A14 e S100A12). Estas proteinas estdo
envolvidas na regulagdo de diversos processos celulares como progressiao e
diferenciagdo celular (FUJIWARA et al. 2011). Em estudos utilizando
imunoistoquimica e qRT-PCR, o aumento da expressdo do gene S100A4 foi
considerado um marcador progndstico de invasdo e metastase em diversas neoplasias
humanas, incluindo osteossarcomas (BOYE ¢ MAELANDSMO 2010; FUIIWARA

etal. 2011).
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Outro candidato nesta regido ¢ o gene S100A6, que tem sido associado a
processos de adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular (PAWLAK e
HELFMAN 2001). LUO et al. (2008) relataram um aumento da expressdo do gene
S100A6 por imunoistoquimica em mais de 80% das amostras de osteossarcomas.
Estes resultados foram significativamente associados com auséncia de metastase
nestes pacientes. Com o intuito de avaliar um possivel mecanismo de supressdo de
metastase pelo gene S1I00A6 em osteossarcomas, os mesmos autores em 2008 usaram
um ensaio baseado em siRNA para o gene SI00A6 em quatro culturas primarias de
bidpsias provenientes de pacientes com osteossarcomas que apresentavam
amplificacdo deste gene. Nas células silenciadas foi observada uma inibigdo da
adesdo celular e um aumento da migragdo celular e invasdo, sugerindo que o gene
S100A6 pode ser considerado um marcador importante para osteossarcomas humano
com valor prognoéstico para a identificagdo de pacientes sem metastases. Os dados
obtidos no presente estudo reforcam o envolvimento destes genes e sua associagdo
com metastases também em LMS.

Em estudo recente utilizando imunoistoquimica, WEISSENBACHERE et al.
(2011) demonstraram um aumento significativo da expressdo do gene MUC1 em
leiomiossarcoma ¢ leiomiomas uterinos em comparagdo com o miométrio normal.
Dessa forma, esse aumento de expressao poderia ser decorrente de alteracdes no
numero de copias genomicas em 1q21.3.

Ganhos envolvendo 11ql12.2-q12.3 (LMS4, LMS5, LMS8, LMS20 e
LMS23) e 19q13.12 (LMS3, LMS4, LMSS5, LMS6, LMS8, LMS16, LMS19, LMS20
e LMS22) foram também associados significativamente com diminuicdo da

sobrevida global dos pacientes com LMS (P = 0,005 e P = 0,027, respectivamente) e
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obito pela doenga (P = 0,003 e P = 0,020, respectivamente). Em 11q12.2-q12.3
foram identificados 37 genes relacionados com processos de segregagdo
cromossomica (INCENP), remodelamento da cromatina e deacetilagdo das histonas
(MTA2), regulagao da transcrigdo génica (EEF1G) e processamento do RNA (TUT1).
A proteina MTA2, associada ao complexo de remodelamento da cromatina
(do inglés; NURD), foi descrita como mediadora no processo de deacetilacdo da
proteina p53, resultando na inibicdo da parada do crescimento celular e evasdo da
apoptose (LUO et al. 2000). Os genes do complexo CRC sdo altamente expressos em
cé¢lulas metastaticas tais como carcinomas hepatocelular, mama, coloretal, gastrico,
esofago e carcinoma de pulmado de células ndo pequenas (CPNPC) (TOH et al.
2000). Em recente estudo, LIU et al. (2012) identificaram uma correlagdo
significativa entre o aumento de expressdo nuclear da proteina MTA2 e diminuicao
da sobrevida global em pacientes com CPNPC, sugerindo um papel importante deste
gene na progressao destes tumores. A regulacdo da acetilacdo das histonas e o
remodelamento da cromatina pelas proteinas do complexo NURD interagem com
vias de sinalizacdo de fatores de transcrigdo que governam os processos de
progressdo tumoral e metastase (MANAVATHI et al. 2007). Dessa forma, os anhos
do gene MTAZ2, pela primeira vez descrito em LMS, podem apresentar um importante
mecanismo de regulacdo da expressdo destes gene em LMS, sugerindo a realizagdo
de novas abordagens de validacdo para a expressdo deste gene nestes sarcomas.
Ganhos em 19q13.12, presentes em 52,9% dos casos, envolveram trés genes
associados a transducdo de sinal, miogénese, catabolismo de aminoécidos ¢
transporte de proteinas (ARHGAP33, NPHS1 e PRODH2). A amplificagdo

envolvendo 19p13 foi relacionada com diferentes tipos de neoplasias malignas,
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incluindo carcinoma pancreatico, carcinoma de ovario e carcinoma de mama
(MULERIS et al. 1995; THOMPSON et al. 1996; CURTIS et al. 1998). No entanto,
os ganhos em 19q13.12 ndo sdo eventos recorrentes em LMS, sendo descritos em
casos esporadicos sem relagdo clinica (WANG et al. 2001; HU et al. 2005;
LARRAMENDY et al. 2008). Nosso trabalho foi o primeiro a identificar um
fenotipo de mau progndstico em pacientes portadores de ganhos em 19q13.12,
sugerindo um importante marcador no desenvolvimento de LMS.

Todas as regides significativamente alteradas em SPI e LMS foram
comparadas com o banco de dados do DGV (Database of Genomic Variants) para a
identificagdo de CNVs (copy number variation) raras. No entanto, apenas a regido
19q13.12 em LMS foi considerada como CNV rara (regides com tamanho superior a
100kb e presentes no DGV com frequéncia menor ou igual a 1%), sugerindo que
variagdo no numero de cépias em 19q13.12 pode contribuir para o fendtipo destes
LMS.

A presenca de recorréncia local e metastase sdo eventos frequentes em LMS,
enquanto o tamanho do tumor e o sitio anatomico, particularmente retroperitonio, sao
preditores de pior prognodstico (GUILLOU e AURIAS 2010). Em nosso estudo,
nenhuma associagdo significativa foi observada entre caracteristicas de pior
prognoéstico (redugdo de sobrevida, presenga de metastase ou recorréncia) € o
tamanho tumoral ou sitio anatomico. Entretanto, entre as oito amostras de
leiomiossarcomas que estavam localizadas na regido retroperitoneal (LMS6, LMSS,
LMS16, LMS17, LMSI8, LMS21, LMS22 e LMS23), quatro apresentaram
recorréncia local (LMS6, LMS16, LMS18 e LMS23) e duas metastase a distancia

(LMS6 e LMSI8).
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Em nosso estudo, ganhos em 17q25.1 (41,2%) e 19q13.43 (23,5%), assim
como, as perdas em 16pl11.2 (23,5%) foram significativamente relacionados com
recorréncia local. Quarenta genes estavam localizados em 17qg25.1, incluindo 13
membros da familia das glicoproteinas CD300 e dois genes que atuam na via de
sinalizagdo WNT (NHERF e SLC9A3R1). A proteina NHERF interage com a -
catenina na membrana plasmatica, desencadeando a ativacao da via WNT que regula
o processo de diferenciagdo celular (SHIBATA et al. 2003). Analises
imunoistoquimicas em cancer de mama demonstraram um aumento da expressao da
proteina NHERF em tumores com invasdo peritumoral e pior prognostico (MANGIA
et al. 2011). Em cancer colorretal, o aumento da expressdo nuclear da proteina
NHERF1 foi associado com tumores pobremente diferenciados, assim como, com o
aumento da expressao das proteinas HIF-1 alfa e TWIST1, que foram observadas nas
em metastases linfaticas e no fronte invasivo destes tumores (MALFETTONE et al.
2012). Para o nosso conhecimento, nenhum estudo relatou amplificagdes ou aumento
de expressdo génica ou proteica do gene NHERF1 em leiomiossarcomas.

Outras alteragdes significantes frequentes nos casos de LMS foram os ganhos
em 8q24.3 (47,1%) e a perda em 9p21.3 (41,2%). O aumento do nimero de copias
em 8q24 foi relatado previamente em LMS por estudos de CGH (OTANO-JOOS et
al. 2000; WANG et al. 2001; HU et al. 2005), Em 8q24.3 estdo mapeados 127 genes,
incluindo genes que codificam fatores de transcrigdo que apresentam motivos zinc-
finger (ZNF16, ZNF250, ZNF251, ZNF252, ZNF34, ZNF517, ZNF623, ZNF696,
ZNF7 e ZNF707), assim como microRNAs (MIR1234, MIR4664, MIR661, MIR937 ¢
MIR939). Para os LMS, os ganhos em 8q também foram descritos frequentemente

em tumores grandes (>5 cm de diametro) (EL-RIFAI et al. 1998). Em concordancia
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com a literatura, 10/12 casos de LMS que apresentaram ganhos em 8q24.3 também
eram maiores que 5 cm.

Nas regides de perdas em 9p21.3 foram identificados dois casos de LMS com
perdas homozigotas. Os genes mapeados nesta regido estdo associados a regulagao
negativa do ciclo celular (CDKN2A e CDKN2B), citocinas (IFNA1, IFNA13,
IFNA14, IFNA16, IFNAL17, IFNA2, IFNA22P, IFNA5, IFNA6 ¢ IFNA8) ¢ um
microRNA (MIR31).

O gene supressor de tumor CDKNZ2A, responsavel por codificar as proteinas
pl6™ % ¢ p14*%F regula negativamente a progressio da fase G1 para S no ciclo
celular (SHERR 1996). Para avaliar o potencial da proteina pl6™ - em LMS,
KAWAGUCHTI et al. (2003) realizaram uma analise imunoistoquimica em 77 LMS,
onde a diminuicao da expressdo desta proteina foi significativamente associada com
reducdo da sobrevida global nestes pacientes. Em adi¢do, os autores verificaram que
3/49 casos testados apresentavam perdas homozigotas por PCR-SSCP. A delecao
homozigotica do gene CDKN2A também foi demonstrada em estudos anteriores e €
amplamente considerado como um alvo importante associado a delegdo em 9p21 em
sarcomas, incluindo osteossarcomas e leiomiossarcomas uterinos (MAELANDSMO
et al. 1995; NIELSEN et al. 1998; ZHAI et al. 1999). A delecao do segmento
correspondente ao gene CDKNZ2A foi observado em 60% dos 20 casos de SPI
avaliados em nossa casuistica, sugerindo que a via da proteina pl6 pode estar
desregulada em SPI e LMS.

Um dos principais desafios no diagnostico dos SPI é conseguir distingui-los
de outros tumores malignos com um grau semelhante de pleomorfismo celular, como

observado em leiomiossarcomas (NIELSEN e WEST 2010). Diante deste desafio, foi
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realizada a andlise comparativa do perfil de alteragdes no numero de copias
gendmicas entre sarcomas pleomorficos indiferenciados e leiomiossarcomas.
Entretanto, a andlise de agrupamento das amostras baseada no perfil de ganhos ¢
perdas gendmicas nao permitiu a distingdo dos dois grupos tumorais (Figura 16A),
similarmente ao reportado em outros estudos (LARRAMENDY et al. 2008;
CARNEIRO et al. 2009; KRESSE et al. 2010).

Em 2008, LARRAMENDY et al. analisaram 102 SPI e 82 LMS primarios,
ndo tratados previamente, pela técnica de CGH cromossomico e relataram um perfil
semelhante de alteracdes genéticas entre os dois grupos tumorais. Embora, a analise
de agrupamento ndo tenha sido capaz de diferenciar estes SPI e LMS, os autores
observaram um cluster (dois LMS e 10 SPI) caracterizado por alto nivel de ganhos
com 1p33-p34.3, 17q22-q23, 17q25-qter, 19p, 22 p e 22q. Semelhante ao nosso
estudo, as amostras de pacientes ndo tratados também apresentaram amplificagdes
em alguns casos esporadicos, incluindo 17q25.1 (SP23 e LMS18), 19p (SP6, SP8 ¢
SP22) e 22q (SP19 e LMS22).

CARNEIRO et al. (2009) relataram um padrao de alteracdes similares entre
18 LMS e 31 SPI de extremidades usando a integragdo dos dados de cDNA
microarray (plataforma de 27K) e CGH-array (plataforma de BAC arrays de 32K). A
analise de expressdo génica mostrou nove genes diferencialmente expressos
(TAGLN3, D4S234E, KIAA1729, PDLIM5, TEAD3, TPM2, ALDH1B1, TRDMTL1 e
DHODH), porém, eles ndao permitiram distingdes entre os subtipos tumorais.
Adicionalmente, perdas na regido 4q31 (SMAD1) e 18q22 (CDH7), além da presenca
de necrose tumoral, foram identificados como preditores independentes de

metastases. Estes genes ndo foram observados entre as regides genOmicas
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diferencialmente alteradas entre as 37 amostras avaliadas no nosso estudo. Quando
os tumores foram avaliados separadamente, as perdas envolvendo o gene CDH7
(18922) foram encontradas em quatro LMS (LMS4, LMS6, LMS8 e LMS22) e em
sete SPI (SP2, SP3, SP7, SP8, SP9, SP15 e SP19). Entretanto, diferente dos autores,
ndo identificamos correlagdo clinica com a perda em 18q22.

As semelhangas genéticas observadas entre SPI e LMS podem ser indicativas
de uma origem compartilhada entre estes subtipos tumorais e esta hipotese também
foi levantada em outros estudos comparativos que avaliaram o padrdo gendmico
(CGH cromossémico e CGH-array) e o perfil de expressio génica (cDNA
microarrays e qRT-PCR) em SPI e LMS (DERRE et al. 2001; CHIBON et al. 2003;
LARRAMENDY et al. 2008).

KRESSE et al. (2010) compararam os perfis de ganhos e perdas gendmicas
de 33 SPI e 44 LMS obtidos pela analise de CGH-array (BAC e PAC arrays de 4.6
K) identificaram sete regides cromossomicas (1p36.32-p35.2, 1p21.3-p21.1, 1g32.1-
q42.13, 2ql4.1-q22.2, 4933-q34.3, 6p25.1-p21.32 e 7p22.3-p13) que apresentaram
diferengas significativas do nimero de copias entre as duas entidades. Entre as sete
alteracdes identificadas pelos autores, trés estavam presentes entre as regides
cromossomicas que diferenciavam os SPI dos LMS avaliados em nossa casuistica
(1p35.1-p36.32, 1q32.1-q42.13 e7p22.3-p13).

Trés clusters foram identificados pela analise de agrupamento hierarquico nao
supervisionado envolvendo as 37 amostras de SPI e LMS avaliadas. A analise nao
supervisionada dos casos referentes aos sitios anatomicos também nao foi capaz de
formar clusters tnicos. O cluster 2 foi significativamente associado a pacientes que

morreram em decorréncia da doenca (P = 0,022). Foram detectadas 105 alteragdes
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exclusivas para o cluster 2 (mais de 50% dos casos) quando comparado aos demais
clusters, incluindo os ganhos em 1q21.2, 1q21.3, 9q34.11, 11pl5.5, 11ql3.1,
16p13.3 € 20q13.33 que ja foram descritos previamente neste estudo como alteragdes
significativas na analise individual dos SPI e LMS.

Na analise de agrupamento, o cluster 2 (13 casos) foi caracterizado por
apresentar 7/13 amostras com diagnostico complexo (SP1, SP2, SP6, SP7, SP§, SP19
e LMS20), dos quais cinco apresentaram caracteristicas morfologicas que se
sobrepdem entre SPI e LMS (SP2, SP7, SP8, SP19 ¢ LMS20). Adicionalmente,
outros dois casos classificados como SPI demonstraram areas mixoides focais (SP1)
e caracteristicas de tecido adiposo (SP6). Na tentativa de verificar se ADC poderiam
influenciar na segregacdo dos SPI em relacdo aos LMS na analise de agrupamentos,
foi realizada uma segunda analise excluindo as ADCs; porém, as amostras de SPI se
mantiveram agrupadas com os LMS.

Alteragdes envolvendo grandes segmentos gendmicos, como as perdas em Sp,
10q, 13q e 17p, sdao eventos recorrentes em SPI e LMS que permitiram a
identificagdo de uma série de marcadores moleculares com possivel papel na
progressdao tumoral e na disseminacdo metastatica, incluindo PTEN, RB1, TP53,
TRIO, CDKN2A ¢ CCND1, (MAIRAL et al. 1999; CHIBON et al. 2000; WANG et
al. 2001; YANG et al. 2009; GIBAULT et al. 2010, 2012).

Em 34 amostras de sarcomas (incluindo seis SPI), ADAMOWICZ et al.
(2006) avaliaram as alteragdes gendmicas por CGH-array, usando uma plataforma
com 418 BACs representativos do cromossomo 5. Os autores também avaliaram o
padrdo de expressao génica por qRT-PCR. Os resultados demonstraram um aumento

da expressdo do gene TRIO correlacionado com aumento do ntimero de copias e
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amplificacdes no brago curto do cromossomo 5 em todos os sarcoma avaliados.
Considerando o papel importante do gene TRIO no controle do ciclo celular, na
apoptose, migragdo ¢ proliferacdo celular (DEBANT et al. 1996), os autores
sugeriram que este gene também estd associado a progressdo em SPI. O aumento da
expressdo ¢ a amplificagdo do gene TRIO também foi previamente relatado em
alguns carcinomas, incluindo bexiga, pulmao de ndo pequenas células e cavidade
oral (ZHENG et al. 2004; GARNIS et al. 2005). Os ganhos envolvendo o gene TRIO
(5p15.2) foram detectados em nove amostras de SPI (dos quais trés apresentavam
amplificagdes) e em cinco LMS em nosso estudo, sugerindo que este gene também
esta envolvido na progressdao de LMS.

Utilizando CGH-array e cDNA microarray, GIBAULT et al. (2010)
realizaram uma analise integrada destes dados em 160 SPM. Analise ndo
supervisionada dos dados de expressao génica permitiu a identificagdo de cinco
subgrupos tumorais, um deles composto por LMS bem diferenciados (grupo A) e os
outros quatro formados por SPI, LMS pobremente diferenciados e outros tumores
pleomoérficos (B-D). A delecdo do gene PTEN foi um evento recorrente nos grupos
A, C e D. Em 2012, os mesmos autores avaliaram o perfil de expressdo génica dos
genes PTEN e RICTOR, utilizando qRT-PCR, na série previamente avaliada por
CGH-array e cDNA microarray. Os autores relataram diminuig¢do significativa da
expressao do gene PTEN em tumores que apresentavam delecdes em 10q,
especialmente em LMS bem diferenciados, sugerindo que este gene, assim como, de
componentes de vias associadas (AKT/mTOR, por exemplo), pode ser importante

para o desenvolvimento dos sarcomas, particularmente LMS.
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No presente estudo, foram identificadas perdas em 10qg23.3, especificamente
onde o gene PTEN esta mapeado, em sete casos de LMS e em e 11 casos de SPI. A
proteina PTEN atua como inibidora da via AKT/mTOR, que tem sido associada com
proliferacdo celular e resisténcia a apoptose. A inibi¢do de PTEN e ativacao da via
AKT/mTOR sao eventos que tem sido frequentemente associados a tumorigénese,
particularmente em sarcomas com cariotipo complexo, incluindo LMS (GIBAULT et
al. 2012; GROSSMANN et al. 2012).

Para avaliar o papel do gene PTEN no desenvolvimento de LMS,
HERNANDO et al. (2007) realizaram um ensaio de silenciamento por siRNA do
gene PTEN em musculo liso normal de camundongos. A supressdao condicional de
PTEN resultou na ativagdo da via sinalizacio AKT, assim como, hiperplasia
muscular e desenvolvimento de leiomiossarcomas. Este modelo animal forneceu
evidéncias de que as células musculares lisas sdo extremamente sensiveis ao estado
da fun¢do PTEN, sugerindo seu papel no desenvolvimento do tumor.

A perda em 13q tem sido associada com a inativagdo da via de sinalizagao do
gene RB1 e tem sido relatada como um evento precoce no desenvolvimento de SPI
(MAIRAL et al. 1999; CHIBON et al. 2000; DERRE et al. 2001). A regulagdo da
proteina Rb estd associada a via de sinalizagdo RB-ciclina D, onde CDK4 se liga a
ciclina D formando um complexo que ird promover a fosforilagdo da proteina RB ¢
liberagdo do fator de transcri¢do E2F para a progressdo do ciclo celular (SHERR
1996). Em nosso estudo, foi verificada uma alta frequéncia de perdas em 13q14.2,
onde estd mapeado o gene RB1, envolvendo 55% e 65% dos casos de SPI e LMS,

respectivamente.
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A amplificacdo em 17p tem sido considerada um evento especifico em LMS
(PEROT et al. 2009). No presente estudo, regides de amplificacdes
(aproximadamente 12 Mb) foram identificadas envolvendo 17p11.2-p13.1 em 3/5
casos de LMS que apresentaram ganho no numero de cdpias (LMS5, LMS17,
LMS18, LMS20 e LMS22). O principal alvo desta regido amplificada é o gene da
miocardina (MYOCD), mapeado em 17pl1.2. Em andlise integrada de dados
gendmicos (CGH-array e FISH) e trancriptdmicos de 19 SPI e 17 LMS, PEROT et
al. (2009) demostraram que o gene da miocardina (MYOCD) se encontra altamente
amplificado e expresso em LMS retroperitoniais. Em concordancia com os dados
descritos em literatura, todos os casos de LMS com amplificagdo deste gene em
nosso estudo também estavam localizados no retroperitoneo (LMS17, LMS18 e
LMS22). Em adi¢do, a presenca de metastase a distancia foi observada em um caso
com amplificagdo (LMS18) e em dois casos (LMSS5, e LMS20) que apresentaram
ganhos do gene MYOCD. A proteina MYOCD ¢ um cofator transcricional de SRF
(fator de resposta sérica) que regula a diferenciacdo de musculo liso e pode estar
envolvida nas altas taxas de metdstase em LMS, uma vez que esta fortemente
associada com a habilidade de migragdo das células (WANG et al. 2003; PEROT et
al. 2009). Em estudo prévio da equipe avaliando o perfil de expressdo em larga
escala para as mesmas amostras de SPI e LMS (CGH-array), foi demonstrado um
aumento da expressdo do gene MYOCD em um subgrupo de LMS de retroperitonio,
incluindo LMS17 e LMS22 que também estavam amplificados em nossa analise de
CGH-array. Estes resultados sugerem que o desenvolvimento de LMS,

particularmente na regido retroperitonial, depende da amplificagdo e aumento de
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expressdo de MYOCD como demonstrado por outros grupos (PEROT et al. 2009;
GIBAULT et al. 2010).

Adicionalmente, os ganhos envolvendo a regido do gene MYOCD também
foram detectados nas amostras de SPI (SP2, SP3, SP7, SP8, SP9, SP19 e SP22),
embora nenhuma amplificacdo tenha sido observada. Dois casos estavam localizados
no retroperitoneo (SP2 e SP3) e quatro eram amostras que apresentam um
diagnéstico complexo (ADC), caracterizadas por areas contendo feixes de musculo
lisos pobremente diferenciados (SP2, SP7, SP8 e SP19). Na analise de agrupamentos,
as amostras que apresentaram ganhos do gene da miocardina ndo apresentaram um
perfil especifico quanto a localizagdo ou a presenca de ACD; apenas os LMS de
retroperitonio se agruparam no clusterl.

O gene supressor tumoral TP53 estd mapeado no brago curto do cromossomo
17 (17p13.1). Delegdes ou/e mutagdes neste gene foram descritas em sarcomas de
partes moles (YOO et al. 1997; SANDBERG 2005; PEROT et al. 2010). O perfil de
alteracdes gendmicas envolvendo este gene TP53 foi bastante heterogéneo na série
de sarcomas. Nos SPI foram observados tanto ganhos (SP2, SP4, SP7 e SP8) quanto
perdas gendmicas (SP18, SP21 e SP22), enquanto nos LMS as perdas foram mais
recorrentes, sendo detectadas em oito casos (LMS15, LMS16, LMS17, LMSI18,
LMS20, LMS21, LMS22 ¢ LMS24).

PEROT et al. (2010) utilizaram as técnicas de CGH-array, sequenciamento ¢
expressdo génica para avaliar o estado dos genes TP53, CDKN2A e CDKN2B em
uma série de 34 LMS e 109 SPI. Os autores relataram que delegdes e mutacoes
foram mais frequentes em LMS, corroborando com os resultados aqui detectados. Os

autores demonstraram a inativa¢do bialélica do TP53 foi observada em 50% dos
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LMS, enquanto a maioria dos SPI mantinha um alelo selvagem (87,2%). Em adi¢ao,
também foi observado que 20% dos LMS e 29% dos SPI ndo apresentaram mutagoes
neste gene; porém nestes tumores sem mutacao no TP53 foram detectadas delegdes
ou inibicdo de CDKN2A e CDKNZ2B, sugerindo um genoétipo alternativo a inativagdo
do gene TP53.

A susceptibilidade genética ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de
sarcomas, particularmente em pacientes com doengas hereditarias como na Sindrome
de Li-Fraumeni, a qual o gene TP53 tem sido consistentemente associado (MALKIN
et al. 1990). Uma paciente de 74 anos foi caracterizada como portadora da Sindrome
de Li-Fraumeni (LMS22) em nossa casuistica, onde foi observado perda em 17p13.1.
OGNJANOVIC et al. (2012) realizaram uma revisdo dos principais sarcomas em
portadores de mutag¢des no gene TP53 (IARC TP53 Database). O estudo revelou que
mutagdes neste gene (sem sentido, sitios de splice ou frameshift) ¢ mutagdes fora do
dominio de ligagdo ao DNA estdo associadas com um fendtipo menos severo em
leiomiossarcomas. Com relagdo aos oito casos que apresentaram perdas do gene
TP53 em nossa casuistica, apenas trés exibiram um feno6tipo mais agressivo como
desenvolvimento de metastase a distdncia (LMS18 e LMS20) e recorréncia local
(LMS6 e LMSS).

A andlise do perfil de alteragdes gendmicas detectado pela metodologia de
CGHe-array revelou regides genomicas, que variaram de 100 Kb até 4 Mb, com um
padrao significativo de alteragdes no nimero de copias de DNA em SPI e LMS. Com
o intuito de explorar mais precisamente estas alteragdes, foram selecionados alguns
genes mapeados nestas regides, particularmente em 1g21-q22 (ARNT, PXIP1 ¢

SCL27A3) e 11q13.1 (CCND1). A selecao dos genes alvo baseou-se em uma analise
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comparando os dados gendmicos e de expressao génica global (dados nao mostrados)
em que se observou uma correlacdo positiva entre ganhos gendmicos € a aumento
expressdao de varios genes mapeados em regides gendmicas de ganhos que foram
significativas para SPI e LMS. Entre estes genes que apresentaram concomitante
ganhos e aumento expressdo, verificou-se que as sondas representativas dos genes
ARNT, PXIP1 e SCL27A3 estavam distribuidas ao longo do amplicon 1q21.1-q22
(4.12 Mb) que foi frequentemente encontrado em SPI ¢ LMS. O gene CCND1 foi
selecionado devido sua frequéncia e o papel descrito em LMS, contudo, ndo foram
observadas alteracdes significantes neste gene em nossa série de tumores avaliados
pela qPCR.

A metodologia de PCR quantitativa em tempo real foi utilizada para a
avaliagao do niumero de copias do DNA em um subgrupo de SPI e LMS previamente
avaliados por CGH-array. Deste modo, oito pares de iniciadores foram desenhados
cobrindo a mesma sequéncia detectada por sondas presentes na plataforma de CGH-
array, bem como em outras regides proximas para determinar a extensdo das
alteragoes.

Na analise de CGH-array, oito casos apresentaram ganhos envolvendo gene
ARNT (SP1, SP3, SP7, SP8, SP9, SP16, SP19 e SP23) e um caso tinha amplificagao
(caso SP7). Ganhos na regido do gene PBXIP1 foram detectados em nove casos
(SP1, SP3, SP7, SP8, SP9, SP16, SP17, SP20 e SP23), assim como, para o gene
SLC27A3 (SP1, SP3, SP7, SP8, SP9, SP16, SP19, SP20 e SP23). Dois casos
apresentaram amplificagdo envolvendo os genes PBXIP1 e SLC27A3 (SP7 e SPS).
Quando estes trés genes foram avaliados pela qPCR, verificou-se um resultado

semelhante ao observado na analise de CGH-array. No entanto, a correlacio entre os
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dados obtidos pela analise em larga escala e os resultados da qPCR para estes genes
especificos ndo foi significativa no subgrupo de casos avaliados. Os casos SP7 ¢ SP9
apresentaram ganhos de todos os marcadores (ARNT_P1, ARNT_P2, ARNT_P3,
PBXIP1 P1, PBXIP1_P2 e SLC27A3 P1) representativos dos genes ARNT, PBXIP1
e SLC27A3, sendo que um alto nivel de ganhos foi observado em um caso (SP9).
Interessantemente, este padrdo de ganhos envolvendo os trés genes nao foi detectado
em nenhuma amostra de LMS, sugerindo que este seja um marcador especifico para
SPI ou um evento mais especifico para células indiferenciadas como o padrao
observado em SPI.

Virios estudos demonstraram um alto nivel de amplificacdo na regido 1q21-
22 em sarcomas pleomorficos indiferenciados e em uma variedade de outros
sarcomas, incluindo lipossarcomas e osteossarcomas (LARRAMENDY et al. 1997;
FORUS et al. 1998; MAIRAL et al. 1999; WENG et al. 2003; TAKKANEN et al.
2006; KRESSE et al. 2010; LOUIS-BRENNETOT et al. 2011). Como ja descrito
previamente, apenas um estudo em literatura avaliou possiveis genes alvos no
amplicon 1g21-q22 (FLG, IVL, SPRR3, SPRR1B, SPRR2A, MUC1 S100A6 ¢
S100A2); porém poucas amostras representativas de SPI (quatro casos) e LMS (trés
casos) foram avaliadas.

O receptor aril-hidrocarboneto (do inglés; AHR - aryl hydrocarbon receptor)
e o transportador nuclear para o receptor aril-hidrocarboneto (ARNT), também
conhecido como fator induzido por hipéxia beta 1 (HIF-1b), formam o complexo
indutor-AHR/ARNT que apresenta importante papel na carcinogénese e na regulagao
da transcri¢do do gene Cytochrome P4501A1 (CYP1Al) e de genes associados ao

metabolismo de xenobidticos (LABRECQUE et al. 2012). Embora, o gene ARNT
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seja constitutivamente expresso em tecidos humanos, um aumento da expressao deste
gene foi observado em células normais de ovario, pulmao, bago, testiculos e pancreas
(YAMAMOTO et al. 2004). Dois estudos recentes demonstraram que a expressao do
gene ARNT pode ser regulada pelos microRNAs, onde miR-107 e miR-24 poderiam
regular negativamente a expressdo deste gene em tecido hepatico humano e em
linhagens de carcinoma de coldn, respectivamente (YAMAKUCHI et al. 2010; ODA
et al. 2012). Coincidentemente, em quatro casos de SPI que apresentaram perda de
miR-107 (SP7, SP20, SP21 ¢ SP23) também foi observado um aumento do nimero
de copias do gene ARNT por qPCR. Dessa forma, uma avaliacdo da expressdo do
miR-107 e do gene ARNT neste subconjunto de SPI deve ser realizada para
confirmagdo de um possivel mecanismo de regulagdo da expressdo do gene ARNT
por este microRNA em SPI.

Na série de sarcomas avaliados neste estudo, 63% dos 16 casos de SPI
exibiram um aumento do numero de copias do gene ARNT pela anélise qPCR,
particularmente na regido dos marcadores ARNT P2 ¢ ARNT P3 localizados nos
éxons 14 e 8, respectivamente. O aumento do nimero de cdpias do gene ARNT
observado em um subconjunto de SPI, particularmente em regides exdnicas, sugere
que este mecanismo possa desempenhar ter um papel importante na regulagdo da
transcri¢do e, consequentemente, na quantidade de produto deste gene ARNT
influenciando no fenotipo dos sarcomas pleomorficos indiferenciados.

Os ganhos envolvendo os genes SLC27A3 e PBXIP1 também foram
recorrentes em SPI (38% dos casos cada). O gene SLC27A3/ACSVL3, responsavel
por codificar a enzima Acetil-CoA sintetase que esta localizada na membrana

plasmatica e mitocondrial, ¢ associada ao metabolismo de acidos graxos
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particularmente em células neoplésicas (PEI et al. 2009). A contribuicao das vias
metabolicas de lipidios para o desenvolvimento neoplasico ¢ pouco compreendida.
Entretanto, sabe-se que uma alta taxa de sintese lipidica é necessaria para realizar a
biogénese da membrana plasmatica necessaria para o crescimento do tumor (PATRA
2008). Os lipidios desempenham fung¢des importantes como segundos mensageiros
em vias que estdo desreguladas em células tumorais e, portanto, a elevacdo destes
mensageiros lipidicos especificos estd muitas vezes associada com o fendtipo
maligno (KUHAJDA et al. 1994; PEI et al. 2004). Possivelmente, o gene SLC27A3
possa atuar mediando o metabolismo de acidos graxos em SPI, uma vez que, estes
tumores apresentam um taxa proliferativa elevada e, portanto, um aumento da
demanda de acido graxo deve ser requerida para crescimento destes tumores. Estudos
funcionais demonstraram que o gene SLC27A3 ¢ um importante alvo terapéutico em
gliomas, uma vez que mantém as propriedades oncogénicas em linhagens celulares
de glioma por mecanismos que regulam a proteina AKT (PEI et al. 2009).

A fun¢do do gene PBXIP1/HPIP, niao foi completamente elucidada, porém
tem sido descrita sua participagdo na regulacdo de genes-alvo para o ER-alfa através
da ativagdo das vias MAPK e AKT em cancer de mama (WANG et al. 2008). Em
literatura, os estudos demonstram que os genes PBXIP1 e SLC27A3 estdo associados
ao mecanismo de regulagdo de crescimento das células tumorais, particularmente,
pela via de sinalizacdo AKT (WANG et al. 2008; PEI et al. 2009). Em recente estudo
usando imunoistoquimica para os componentes da via AKT (PTEN, mTOR e AKT),
SETSU et al. (2012) encontram uma associagdo significativa entre o estado
fosforilado das proteinas mTOR e AKT com progressao tumoral e pior prognostico

em leiomiossarcomas, demonstrando que a via AKT estd ativada nestes tumores e
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pode contribuir com fen6tipo mais agressivo. Em adi¢do, ensaios pré-clinicos para
doxorrubicina e inibidores da via das proteinas AKT/PI3K (como AKTI, AKT2,
PI3K ¢ mTOR) demonstraram respostas positivas em sarcomas pleomorficos
indiferenciados (JUDSON 2010; KIM et al. 2012). Dessa forma, o aumento do
numero de copias para dos genes PBXIP1 e SLC27A, assim como, a perda observada
para o gene PTEN, sugerem que a via AKT pode estar alterada em nossa casuistica,
sendo necessarias etapas de validacdo para avaliar a expressdo destes genes nestes
tumores.

A variabilidade clinica observada nos subtipos de sarcomas esta
provavelmente relacionada com a diversidade em cada etapa da oncogénese, assim
como com a diversidade relacionada ao microambiente tumoral. Varias células
distintas de origem mesenquimal podem ser alvos para transformagdo maligna em
sarcomas e este processo sera dirigido de acordo com a ativacdo de vias genéticas
especificas envolvidas com a tumorigénese (PENNACCHIOLI et al. 2012).

No presente estudo foram avaliadas as principais alteragdes envolvidas no
aumento e diminui¢do do nimero de copias gendmicas em uma série de 20 sarcomas
pleomorficos indiferenciados e 17 leiomiossarcomas, assim como, 0s genes
mapeados nestas regides que podem influenciar no fenétipo destes pacientes. Entre
os potenciais genes descritos neste estudo destacam-se genes ja descritos em
literatura como associados aos sarcomas, incluindo supressores tumorais (CDKN2A,
RB1, PTEN e TP53) e oncogenes (S100A4, TRIO, MUC1, CCND1 e MYOCD). Em
adi¢do, genes que ndo foram descritos previamente como importantes no
desenvolvimento de SPI e LMS, foram aqui relatados, incluindo ARNT, PXIP1 ¢

SCL27A3.
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Outra abordagem empregada neste estudo foi comparar os dados clinicos dos
dois grupos tumorais com as alteracdes genOmicas, onde se observou regides
genOmicas associadas significativamente a redugcdo da sobrevida global nestes
pacientes, incluindo as perdas em 1q21.1-q21.2 para SPI, assim como, os ganhos em
1921.3, 6p21.32, 11q12.2-q12.3, 16p11.2, 19q13.12 e 19q13.43 para LMS. Outras
regides também foram significantes para predizer pior progndstico (desenvolvimento
de metastase, presenca de recorréncia e morte) para os SPI (perdas em 18q11.32) e
para LMS (ganhos em 1q21.3, 11ql2.2-q12.3, 16pl1.2, 17925.1, 19ql3.12 e
19q13.43 e as perdas em 16pl11.2). Adicionalmente, trés genes mapeados no
amplicon 1q21-q22 foram validados quanto a avaliagdo do nimero de copias pela
qPCR, revelando possiveis marcadores em SPI.

Nas principais regides genOmicas alteradas identificadas em SPI foram
observados genes que atuam em processos importantes da carcinogénese,
particularmente evasdo do apoptose, angiogénese ¢ motilidade celular. Genes que
regulam o processo de duplicagdo do DNA e a transcricdo gé€nica também foram
frequentemente observados nestas regides, possivelmente devido a exacerbada
atividade proliferativa das células tumorais. Em leiomiossarcomas foi verificado um
predominio de genes com fungdes de progressdo e diferenciacao celular, miogénese,
transcrigdo génica e resposta imunoldgica, assim como, alguns microRNAs (miR133
e miR107) ja descritos como importantes reguladores em LMS. Dessa forma, estes
genes merecem uma analise mais detalhada por estudos funcionais e de expressao
genica para permitir a identificagdo de marcadores progndsticos em SPI e LMS.

O delineamento do perfil gendmico de acordo com as caracteristicas clinicas
e patologicas em cada paciente permitiu a identificacdo de nove regides
cromossomicas significativamente alteradas associadas a caracteristicas de pior

prognéstico e sobrevida reduzida nestes tumores, assim como, observou-se a



122

formagao de um subgrupo de SPI e LMS com caracteristicas de pior prognostico. Em
conjunto, estes perfis de alteracdes gendmicas podem contribuir para a estratificagdo
destes pacientes, revelando novos marcadores moleculares que possam ser efetivos
para classificacdo e diagnostico de sarcomas pleomorficos indiferenciados e

leilomiossarcomas.
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CONCLUSOES

O delineamento do perfil de alteragdes no nimero de copias do DNA de
acordo com as caracteristicas clinicopatoldgicas em cada paciente permitiu a
identificagdo de doze regides cromossdmicas significativamente alteradas em
sarcomas pleomorficos indiferenciados e leiomiossarcomas. A andlise de
agrupamento hierdrquico ndo supervisionado baseada nas alteragdes
envolvidas em ganhos e perdas ndo foi capaz de diferenciar os dois tipos
tumorais;

Nas regides minimas recorrentes foram descritos varios genes que atuam em
processos importantes da carcinogénese como regulagcdo da transcri¢do e do
ciclo celular, remodelamento da cromatina, evasdao do apoptose, angiogénese
e motilidade celular. Dentre estas regioes, foram confirmadas as alteracdes
gendmicas detectadas em 1g21-gq22 onde se mapeiam os genes ARNT,
PBXIP1 e SLC27A3, revelando seu envolvimento comum aos dois tipos
tumorais.

As regides genOmicas significantes em SPI e LMS foram associadas as
caracteristicas de pior prognodstico (desenvolvimento de metastase, presenga
de recorréncia local e morte pela doenga nestes pacientes) e sobrevida

reduzida.

A analise multivariada revelou que ganhos em 1q21.3 foram
significativamente associados com risco de morte pela doenga em pacientes

com leiomiossarcomas.
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Anexo 1 - Regides genémicas envolvidas em alto nivel de ganhos (amplificacdes)
nos Sarcomas Pleomorficos Indiferenciados avaliados por CGH-array.

Regido cromossdmica  Inicio (pb) Termino Tamanho Casos
(pb) (Mb)

Cromossomo 1

1p36.23 - p36.11 8,210,697 26,057,330 17.8 UPS8

1p36.22 - p36.11 12,381,313 26,054,963 13.7 UPS3

1p36.12 - 1p36.11 23,310,408 23,984,190 0.7 UPS22
1p34.2 43,119,437 43,883,908 0.8 UPS19
1p32.1 58,851,998 59,725,733 0.9 UPS21
1p32.3 - 1p31.3 52,817,909 67,346,639 14,5 UPS19
1p32.3 - 1p31.1 51,661,487 79,399,845 27.7 UPS7

1p22.3 86,248,492 87,293,511 1.0 UPS23
1p21.2 - 1p21.1 101,994,591 104,944,086 2.9 UPS23
1p13.3- 1p13.1 107,710,855 117,517,092 9.8 UPS19
1921.1-1921.3 147,458,669 150,701,210 3.2 UPS7

1921.3 - 1922 149,805,395 153,375,245 3.6 UPS8

1921.3-1923.1 151,869,652 156,404,455 45 UPS7

1g23.2 - 1g25.1 158,351,560 171,925,386 13.6 UPS7

1g24.2 165,535,015 165,681,811 0.1 UPS2

1924.3 - 1925.2 169,183,353 175,425,143 6.2 UPS2

1025.3- 1g31.1 181,548,028 184,913,558 3.4 UPS9

Cromossomo 2

2011.2 - 2912.1 101,779,657 102,107,210 0.3 UPS5

2013 - 2q14.3 112,985,668 122,995,390 10.0 UPS19
2037.1 233,275,013 234,823,200 1.5 UPS6

2937.2 - 2937.3 236,551,488 240,492,082 3.9 UPS6

Cromossomo 3

3p24.1 - 3p22.2 29,723,680 38,565,699 8.8 UPS6

3pl2.3-3pll.l 78,709,110 89,572,283 10.9 UPS2

3pl2.1-3pll.2 85,307,248 87,627,650 2.3 UPS15
3pl2.1-3pll.2 84,576,058 89,013,722 4.4 UPS22
3pl2.1-3pll.l 84,576,058 89,502,769 4.9 UPS9

3pl2.1-3pll.l 83,930,024 90,264,177 6.3 UPS19
3911.2 95,677,501 99,436,731 3.8 UPS2

3912.1 - 3913.31 101,068,106 116,614,883 15,5 UPS2

3021.3 - 3g22.1 129,145,195 131,863,000 2.7 UPS23
Cromossomo 4

4pl6.2 3,145,003 3,433,397 0.3 UPS8

4p16.3 - 4p15.31 0 19,844,723 19.8 UPS16
4p15.31 - 4p15.1 20,077,139 28,894,309 8.8 UPS19
4q12 53,982,288 54,903,020 0.9 UPS2

4031.21 - 4g31.22 144,662,447 147,097,132 2.4 UPS19
4031.21 - 4g31.3 143,494,862 153,736,598 10.2 UPS6

4031.23 - 4g31.3 148,283,855 154,502,850 6.2 UPS19
4931.3 - 40932.1 154,655,343 161,196,582 6.5 UPS6

4934.1 173,921,846 175,851,865 1.9 UPS19
4935.1 - 4935.2 185,945,646 187,527,412 1.6 UPS3

4035.1 - 4035.2 185,945,646 187,527,412 1.6 UPS8




Cromossomo 5

5p15.33 0 1,379,268 1.4 UPS9
5p15.33 576,724 2,667,777 2.1 UPS16
5p15.33 - 5p15.1 2,807,401 16,775,912 14.0 UPS6
5p15.2 - 5p15.1 14,017,013 17,555,490 3.5 UPS16
5p15.1 16,356,126 16,693,972 0.3 UPS2
5p15.2 - 5p13.3 14,735,033 31,294,985 16.6 UPS9
5p15.33 - 5p11 0 46,136,124 46.1 UPS15
5p14.1 - 5p13.3 26,493,829 32,792,793 6.3 UPS7
5p13.2 - 5p13.1 37,981,035 40,875,549 2.9 UPS6
5915 92,342,972 95,815,165 3.5 UPS20
5031.3 - 5932 140,350,346 145,664,930 5.3 UPS15
5033.1 148,365,420 150,874,720 2.5 UPS15
5033.2 - 5933.3 154,192,792 158,396,535 4.2 UPS15
Cromossomo 6

6p21.32 32,017,732 32,333,428 0.3 UPS20
6915 89,340,547 90,580,275 1.2 UPS2
6921 111,862,918 113,880,418 2.0 UPS2
6021 - 6025.1 105,400,643 151,273,632 45,9 UPS19
6024.1 - 6024.3 139,694,708 145,936,176 6.2 UPS7
6024.2 - 6025.1 145,112,541 151,364,432 6.3 UPS22
6024.3 - 6025.1 147,828,965 149,558,238 1.7 UPS2
6024.3 - 60925.2 148,003,844 153,280,984 5.3 UPS16
6925.2 153,026,122 154,290,208 1.3 UPS22
6025.3 - 6026 160,194,411 163,472,725 3.3 UPS22
6927 165,231,063 169,462,921 4.2 UPS16
Cromossomo 7

7p22.3 - 7p22.2 0 4,281,455 4.3 UPS4
7p22.3 - 7p21.3 0 7,422,973 7.4 UPS19
7p22.1 6,016,320 6,601,880 0.6 UPS4
7p22.3 - 7pll.1 0 57,613,746 57.6 UPS15
7p15.1 30,199,024 31,497,433 1.3 UPS8
7pla.l 39,255,402 41,474,011 2.2 UPS8
7pld.l 39,255,402 41,607,292 2.4 UPS3
7pl3 44,533,256 45,151,383 0.6 UPS4
7pl3-7pl2.1 44,166,466 51,399,206 7.2 UPS7
7pll.2 - 7pll.l 56,227,251 57,613,746 1.4 UPS23
7921.13 - 7921.3 90,229,948 92,979,908 2.7 UPS15
7922.1 99,520,849 100,453,068 0.9 UPS4
7931.1-7931.2 111,314,696 117,037,157 5.7 UPS19
7932.1- 7933 128,742,049 135,819,661 7.1 UPS7
7033 - 7934 136,473,621 138,180,154 1.7 UPS7
7033 - 7934 136,763,348 142,764,680 6.0 UPS22
7036.1 148,339,644 149,684,458 1.3 UPS4
7036.1 - 7936.2 152,022,079 154,497,034 2.5 UPS7
7936.3 156,246,414 156,554,587 0.3 UPS9
Cromossomo 8

8p23.1 7,096,041 9,803,677 2.7 UPS22
8p23.1 - 8p22 12,456,576 15,300,345 2.8 UPS22
8pl2 - 8pll.21 33,025,176 42,857,619 9.8 UPS22
8gl11.1-8qgl1.22 47,062,121 50,633,041 3.6 UPS3
8g11.1-8qg11.22 47,062,121 50,633,041 3.6 UPS8



8021.3 89,034,061 91,905,292 2.9 UPS22
8g22.1 95,192,091 96,042,972 0.9 UPS22
8g22.1 97,317,090 97,778,075 0.5 UPS22
8023.3 - 8g24.21 115,965,460 127,639,341 11.7 UPS7
8024.21 - 8q24.22 130,812,916 134,768,574 4.0 UPS7
Cromossomo 9

9p24.2 - 9p24.1 2,864,480 5,518,707 2.7 UPS15
9p24.1 - 9p23 5,518,707 10,052,201 45 UPS22
9p21.1-9p13.1 28,873,767 39,277,118 10.4 UPS15
9g21.11 - 9g21.12 72,464,706 72,952,152 0.5 UPS2
9g21.13 73,816,650 76,605,974 2.8 UPS2
9g13 - 9g22.33 70,091,642 98,215,271 28.1 UPS13
9g21.32 - 9921.33 84,528,218 87,153,300 2.6 UPS19
9¢33.2 123,474,517 123,722,500 0.2 UPS2
9¢33.2 - 9933.3 122,520,239 125,886,208 3.4 UPS16
Cromossomo 10

10p12.1 - 10p11.22 27,117,247 31,439,903 4.3 UPS2
Cromossomo 11

11g13.1 65,798,308 66,296,450 0.5 UPS3
11qg13.1 65,775,949 66,361,467 0.6 UPS8
11g13.2-11913.3 69,037,623 69,260,341 0.2 UPS2
11913.3-11q13.4 70,284,811 71,315,434 1.0 UPS2
11913.4 71,661,498 71,913,288 0.3 UPS2
11914.1-11q14.2 81,435,727 85,758,444 4.3 UPS7
11914.3 - 11921 91,297,310 93,533,875 2.2 UPS22
11g22.1 - 11922.3 98,154,597 102,985,079 4.8 UPS9
Cromossomo 12

12p12.2 - 12p12.1 20,753,050 23,003,831 2.3 UPS19
12912 39,936,639 42,723,974 2.8 UPS22
12913.13 - 12913.2 53,071,686 53,433,337 0.4 UPS2
12913.2 54,563,533 54,675,760 0.1 UPS2
12q14.1 56,417,326 56,757,588 0.3 UPS2
12q14.2 62,592,684 63,121,807 0.5 UPS2
12q14.3 63,821,156 65,508,767 1.7 UPS2
12q15 66,205,049 67,078,036 0.9 UPS2
12915 67,291,069 68,879,608 1.6 UPS16
12915 67,452,629 68,732,133 1.3 UPS2
12915 - 12g21.1 69,527,538 70,294,157 0.8 UPS16
12915 - 12g21.1 69,527,538 71,651,671 2.1 UPS2
12g22 93,894,090 94,491,281 0.6 UPS2
12¢g23.3 105,812,994 106,136,583 0.3 UPS2
120924.11 - 12q24.23 109,732,691 117,172,381 7.4 UPS16
12024.23 - 12¢924.31 119,072,319 122,245,100 3.2 UPS16
12924.31 121,447,526 121,772,878 0.3 UPS2
12924.31 122,521,845 123,371,204 0.8 UPS2
Cromossomo 13

13g21.2 - 13g21.32 59,162,686 64,922,644 5.8 UPS22
13g21.32 64,244,965 66,769,884 2.5 UPS19
13032.3 - 13g33.1 98,726,842 102,172,609 3.4 UPS20
1334 111,408,293 113,891,609 25 UPS21




Cromossomo 14

14921.3 45,127,765 47,756,630 2.6 UPS8
14921.3 45,992,734 47,756,630 1.8 UPS3
Cromossomo 15

15q11.2 20,335,887 20,632,169 0.3 UPS7
15q11.2 20,335,887 22,425,209 2.1 UPS19
15913.3 - 15q14 30,732,875 32,431,364 1.7 UPS7
15914 33,646,962 34,648,967 1.0 UPS7Y
15914 - 15q15.1 37,686,660 40,611,837 2.9 UPS19
15925.1 77,972,949 78,116,215 0.1 UPS17
Cromossomo 16

16p13.3 702,490 1,224,424 0.5 UPS2
16p13.12 - 16p13.11 14,213,365 15,113,217 0.9 UPS2
16p13.11 15,551,975 15,784,277 0.2 UPS15
16p11.2 29,179,964 29,990,444 0.8 UPS22
16p11.2 30,770,305 31,835,614 1.1 UPS22
16p11.2 - 16p11.1 34,059,589 34,847,384 0.8 UPS22
Cromossomo 17

17p13.1 7,758,156 8,219,743 0.5 UPS19
17p12 12,197,813 13,396,287 1.2 UPS19
17911.1-17q11.2 22,200,000 23,418,565 1.2 UPS22
17925.1 68,959,478 71,135,780 2.2 UPS23
Cromossomo 18

18p11.32 - 18pl11.21 0 14,918,854 149 UPS13
18q11.1 - 180923 16,100,000 75,949,965 59.8 UPS20
Cromossomo 19

19p13.3 0 1,407,160 1.4 UPS22
19p13.3 0 2,703,086 2.7 UPS8
19p13.3 - 19p13.2 6,727,433 7,983,508 1.3 UPS22
19p13.2 10,989,031 11,503,836 0.5 UPS8
19p13.13 - 19p13.12 12,719,097 14,713,723 2.0 UPS8
19p13.12 - 19p13.11 15,824,517 16,533,250 0.7 UPS6
19p13.12 - 19p12 15,824,517 21,152,137 5.3 UPS8
19p13.11 - 19p12 17,065,715 24,132,581 7.1 UPS6
19p12 20,899,715 24,132,581 3.2 UPS15
19912 34,476,517 35,136,907 0.7 UPS7
19912 - 19q13.11 32,964,337 39,259,969 6.3 UPS20
19q13.11 38,640,151 39,050,184 0.4 UPS23
19913.11 - 19913.12 38,983,316 40,939,276 2.0 UPS9
19913.13 - 19913.2 43,274,002 44,121,683 0.8 UPS15
19q13.2 44,838,433 45,811,280 1.0 UPS15
19913.2 45,979,495 46,304,493 0.3 UPS15
19913.33 54,640,643 55,036,676 0.4 UPS9
Cromossomo 20

20p11.22 - 20p11.1 21,307,843 26,036,562 4.7 UPS22
20p11.21 22,798,105 24,615,415 1.8 UPS19
20q11.22 31,950,367 32,611,894 0.7 UPS23
20q11.22 32,084,089 33,339,819 1.3 UPS8
20q11.22 - 20911.23 33,204,027 34,910,491 1.7 UPS23
20q13.12 43,868,407 44,014,138 0.1 UPS23
20q13.13 46,251,058 47,352,003 1.1 UPS23
20g13.12 - 20q13.2 45,708,126 49,858,309 4.2 UPS8




20013.12 - 20g13.2 43,475,757 52,743,075 9.3 UPS15
20913.12 - 20g13.32 45,708,126 56,643,656 10.9 UPS19
Cromossomo 21

21g21.1 16,054,716 21,642,572 5.6 UPS2
21g21.3 29,811,466 30,116,748 0.3 UPS2
21g22.11 32,830,247 33,826,888 1.0 UPS2
210q22.13 - 21922.2 38,433,505 39,219,389 0.8 UPS2
21922.2 39,773,512 40,920,066 1.1 UPS2
21922.3 41,670,071 42,301,579 0.6 UPS2
21022.3 43,298,733 45,804,653 2.5 UPS2
Cromossomo 22

22011.21 - 22911.23 17,149,220 23,320,203 6.2 UPS19
22q13.31 45,003,644 45,829,173 0.8 UPS19




Anexo 2 - Regides genémicas envolvidas em dele¢cbes homozigotas nos Sarcomas
Pleomorficos Indiferenciados avaliados por CGH-array.

Regiao - Inicio (pb) Termino Tamanho(Mb) Casos
cromossdmica (pb)

Cromossomo 1

1943 236,266,770 237,442,553 1.2 UPS19
Cromossomo 3

3p24.2 - p24.1 24,514,176 27,781,530 3.3 UPS19
Cromossomo 4

4p15.33 - 4p15.32 13,991,733 15,443,476 1.5 UPS19
4p15.32 - 4p15.31 17,224,820 19,712,788 25 UPS19
4031.3 - 4932.1 154,502,850 157,971,162 3.5 UPS19
4q34.1 - 4934.3 175,851,865 180,486,438 4.6 UPS19
4q35.1 184,736,825 186,650,317 1.9 UPS19
Cromossomo 8

8p23.3 0 1,180,822 1.2 UPS7
8p23.3 - p23.1 0 6,268,100 6.3 UPS22
8p23.2 2,895,708 4,808,519 1.9 UPS7
Cromossomo 9

9p24.3 0 1,850,464 1.9 UPS19
9p24.3 - 9p24.2 928,381 2,466,883 1.5 UPS22
9p21.3 21,307,885 22,226,425 0.9 UPS19
9p21.3 20,575,438 24,079,542 3.5 UPS22
9p21.3 21,635,402 23,797,704 2.2 UPS6
Cromossomo 10

10p11.22 - p11.21 31,662,463 34,837,896 3.2 UPS19
Cromossomo 11

11p14.3 - pl4.1 22,628,285 27,406,395 4.8 UPS19
11914.3 89,401,974 90,269,147 0.9 UPS2
11924.2 - 11g24.3 125,921,191 127,615,525 1.7 UPS15
11924.3 128,110,289 128,663,728 0.6 UPS19
11g24.3 - 11925 129,587,715 134,452,384 4.9 UPS19
Cromossomo 13

13914.2 - 13q14.3 47,631,329 49,552,885 1.9 UPS23
13914.3 50,081,552 50,515,686 0.4 UPS9
13021.32 -

13¢21.33 64,922,644 68,547,396 3.6 UPS20
13¢922.3-13g31.1 76,472,864 80,566,696 4.1 UPS6
Cromossomo 15

15q14 31,579,454 32,431,364 0.9 UPS15
Cromossomo 16

16p13.11-p12.3 16,012,070 17,970,090 2.0 UPS22
16924.3 88,426,464 88,622,785 0.2 UPS7
Cromossomo 17

17p13.1 7,496,964 7,591,789 0.1 UPS22
Cromossomo 18

18g22.1 - 922.3 60,509,861 69,306,355 8.8 UPS19
Cromossomo 19

19p12 23,653,638 24,132,581 0.5 UPS19




Cromossomo 21

21911.2-21921.1 14,397,726 15,557,119 1.2 UPS19
21921.1 18,282,051 20,281,922 2.0 UPS19
21922.11 30,971,659 31,174,960 0.2 UPS23




Anexo 3 - Regides genémicas envolvidas em alto nivel de ganhos (amplificacdes)
nos Leiomiossarcomas avaliados por CGH-array.

cRreogr:qagssﬁmica Inicio (pb) ;I;)ebr)mlno Tamanho(Mb) Casos

Cromossomo 1

1p36.21 - p36.13 13,858,751 17,012,861 3.2 LMS3
Cromossomo 2

2914.1 - q14.2 118,377,267 120,195,610 1.8 LMS20
Cromossomo 3

3pl2.1-plll 86,936,056 90,264,177 3.3 LMS3
3pl2.1-pll.2 85,858,296 87,821,779 2.0 LMS20
3q13.33 121,160,608 121,816,869 0.7 LMS20
Cromossomo 5

5p15.33 - p15.1 0 17,950,610 18.0 LMS8
5911.2 55,167,345 57,807,333 2.6 LMS20
Cromossomo 9

9921.11-¢21.13 70,864,667 73,157,374 2.3 LMS23
9921.33 - g22.1 88,077,556 90,992,216 2.9 LMS23
Cromossomo 12

12913.13-g14.1 52,160,346 58,377,214 6.2 LMS20
12q14.1 56,342,657 56,757,588 0.4 LMS9
12024.33 131,195,008 131,985,421 0.8 LMS4
Cromossomo 13

13033.2- 34 104,540,813 113,788,538 9.2 LMS18
Cromossomo 14

14913.2 - 913.3 34,798,130 35,734,738 0.9 LMS9
Cromossomo 15

15911.2 - q12 20,335,887 25,261,935 4.9 LMS20
Cromossomo 16

16p13.3 - p11.2 0 31,835,614 31.8 LMS8
Cromossomo 17

17p13.1-pll.2 7,523,959 21,414,397 13.9 LMS17
17p13.1-qgll1.1 10,117,028 22,200,000 121 LMS18
17p13.1-qgl1l.1 9,168,732 22,200,000 13.0 LMS22
17925.1 70,591,236 70,728,683 0.1 LMS18
Cromossomo 20

20p12.1-p11.22 15,002,817 21,934,831 6.9 LMS8
Cromossomo 21

21pl1.1 10,013,263 10,117,957 0.1 LMS6, LMS7 e LMS 8
21921.2-g21.3 25,142,540 29,601,195 4.5 LMS20
Cromossomo 22

22013.33 49,000,802 49,691,432 0.7 LMS22




Anexo 4 - Regifes gendmicas envolvidas em delecbes homozigotas nos
Leiomiossarcomas avaliados por CGH-array.

cRreogr:qagssﬁmica Inicio (pb) ;I;)ebr)mlno Tamanho(Mb) Casos
Cromossomo 1

1p31.1 69,628,709 75,752,098 6.12 LMS5
1p31.3 65,683,848 66,363,824 0.68 LMS5
Cromossomo 2

2p22.2 37,222,347 38,184,265 0.96 LMS5
Cromossomo 5

5011.2 58,125,458 58,867,597 0.74 LMS6
Cromossomo 6

6p25.3 0 323.864 0.32 LMS18
6p25.3 0 323.864 0.32 LMS22
Cromossomo 7

7p22.3 0 1,048,660 1.05 LMS8
Cromossomo 9

9p21.3 20,789,523 22,067,827 1.28 LMS19
9p21.3 21,820,221 22,226,425 0.41 LMS23
Cromossomo 10

10925.2 112,023,172 114,019,533 2.00 LMS16
Cromossomo 11

11914.3- 921 91,297,310 93,170,434 1.87 LMS8
11922.1-922.3 97,617,684 105,210,032 7.59 LMS8
Cromossomo 12

12922 91,831,451 92,676,187 0.84 LMS6
Cromossomo 13

13913.3 36,491,383 37,721,867 1.23 LMS5
13914.3 49,480,922 50,515,686 1.03 LMS8
13921.31 -

q21.33 63,563,667 69,213,280 5.65 LMS5
13932.3 99,018,585 99,754,732 0.74 LMS16
Cromossomo 14

14911.1-911.2 18,590,707 19,668,074 1.08 LMS3
Cromossomo 19

19p13.2 10,920,120 11,128,540 0.21 LMS6
Cromossomo 21

21922.3 46,806,563 46,944,323 0.14 LMS6
Cromossomo 22

22912.1-9l12.2 27,653,726 27,929,293 0.28 LMS23

22013.1 37,674,049 37,729,129 0.06 LMS20




Anexo 5 - Analise comparativa das alteraces gendmicas presentes em mais de 30% dos casos nos SP1 e LMS (P < 0,05).

Regido Inicio Término Eventoo Genes miRNAs Tamanho (pb) Frequéncia Frequéncia Diferenca P-Valor CNV (%)
cromossdmica SPI (%) LMS (%)

Cromossomo 1

p36.33 1,491,815 2,208,384  Ganhos 40 0 716569 45 12 33 0.036 944
p36.33 - p36.32 2,208,384 2,689,845  Ganhos 18 0 481461 50 12 38 0.017 100.0
p36.32 2,689,845 3,356,322  Ganhos 8 0 666477 45 12 33 0.036 52.0
p36.23 7,979,723 8,210,697  Ganhos 2 0 230974 45 6 39 0.010 40.9
p36.23 8,210,697 8,826,293  Ganhos 4 0 615596 50 6 44 0.004 45.8
p36.23 8,210,697 9,038,746 Perdas 10 0 828049 5 35 -30 0.033 35.9
p36.23 - p36.22 8,826,293 9,289,264  Ganhos 12 1 462971 45 6 39 0.010 37.6
p36.22 9,289,264 10,551,849  Ganhos 26 0 1262585 50 6 44 0.004 35.8
p36.22 10,501,190 11,228,674  Perdas 13 0 727484 5 35 -30 0.033 55.3
p36.22 10,551,849 11,228,674  Ganhos 13 0 676825 50 12 38 0.017 58.9
p36.22 11,228,674 11,999,476  Ganhos 24 0 770802 50 6 44 0.004 5.3
p36.22 11,228,674 12,004,912  Perdas 26 0 776238 5 41 -36 0.014 5.3
p36.22 11,999,476 12,593,021  Ganhos 11 0 593545 45 6 39 0.010 495
p36.22 - p36.21 12,593,021 13,763,726  Ganhos 33 0 1170705 40 6 34 0.023 98.8
p36.22 - p36.21 12,004,912 15,139,106  Perdas 48 0 3134194 5 35 -30 0.033 50.8
p36.21 - p36.13 15,588,391 16,217,396  Ganhos 28 0 629005 45 12 33 0.036 26.5
p36.13 16,217,396 16,619,945  Ganhos 13 0 402549 50 12 38 0.017 16.5
p36.13 16,619,945 17,213,647  Ganhos 24 0 593702 45 12 33 0.036 100.0
p36.11 24,910,609 25,074,965  Ganhos 1 0 164356 40 6 34 0.023 4.5
p36.11 27,136,484 27,406,836  Ganhos 6 0 270352 40 6 34 0.023 22.0
p35.2 - p35.1 31,835,081 32,570,124  Ganhos 27 0 735043 40 6 34 0.023 55.4
p35.1 32,570,124 32,815,083  Ganhos 12 0 244959 45 6 39 0.010 0.2
p35.1 32,815,083 32,882,706  Ganhos 5 0 67623 40 6 34 0.023 9.5
p34.2 41,351,795 41,551,926  Ganhos 2 0 200131 30 0 30 0.022 2.5
p34.2 41,551,926 42,203,467  Ganhos 4 0 651541 35 0 35 0.009 1.6
p34.2 42,203,467 42,434,184  Ganhos 5 0 230717 30 0 30 0.022 1.7
p34.2 42,533,020 42,579,359  Ganhos 1 0 46339 30 0 30 0.022 0.0
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q42.2 229,161,130 229,194,462 Perdas 3 0 33332 35 0 35 0.009 0.0
q42.2 - g42.3 229,194,462 233,337,455 Perdas 42 1 4142993 40 0 40 0.004 419
q42.3 - 043 233,337,455 234,776,800 Perdas 23 1 1439345 35 0 35 0.009 40.9
q43 234,776,800 239,736,121  Perdas 17 0 4959321 40 0 40 0.004 33.6
q43 239,736,121 239,759,320 Perdas 1 0 23199 45 0 45 0.002 0.0
q43 239,759,320 239,894,714  Perdas 4 0 135394 40 0 40 0.004 17.3
q43 239,894,714 241,411,205 Perdas 8 0 1516491 35 0 35 0.009 449
q43 - q44 241,411,205 242,105,905 Perdas 6 0 694700 40 0 40 0.004 245
q44 242,105,905 242,408,855 Perdas 4 0 302950 45 0 45 0.002 0.6
q44 242,408,855 244,884,837 Perdas 20 0 2475982 40 0 40 0.004 44.8
q44 246,386,110 247,249,719 Perdas 30 0 863609 45 12 33 0.036 89.4
Cromossomo 2

gqll.2 96,302,349 96,929,125  Ganhos 21 0 626776 40 6 34 0.023 13.8
qll.2 96,929,125 97,777,483  Ganhos 15 0 848358 40 0 40 0.004 915
qll.2 97,777,483 98,202,102  Ganhos 4 0 424619 35 0 35 0.009 1.7
qll.2 98,202,102 99,449,598 Ganhos 21 0 1247496 30 0 30 0.022 28.9
ql4.2 121,025,141 121,766,064 Perdas 5 0 740923 30 0 30 0.022 4.0
g14.3 127,467,910 127,534,593  Perdas 1 0 66683 35 0 35 0.009 32.2
Cromossomo 3

p26.3 0 726,469 Perdas 4 0 726469 55 12 43 0.014 95.2
p26.3 726,469 1,973,707 Perdas 3 0 1247238 50 12 38 0.017 72.6
p26.3 1,973,707 2,925,487 Perdas 1 0 951780 45 12 33 0.036 100.0
p26.3 - p26.2 2,925,487 3,837,526 Perdas 8 0 912039 45 6 39 0.010 92.7
p26.2 - p26.1 3,837,526 7,194,180 Perdas 18 0 3356654 40 6 34 0.023 26.4
p25.3 9,328,447 9,850,063 Perdas 27 0 521616 30 0 30 0.022 6.2
p25.3 9,850,063 10,185,858  Perdas 25 0 335795 35 0 35 0.009 8.4
p25.3 10,185,858 11,275,799  Perdas 17 1 1089941 30 0 30 0.022 5.4
p25.1 - p24.3 13,468,331 14,924,734  Perdas 22 0 1456403 30 0 30 0.022 36.1
p21.31 47,765,586 48,122,442  Perdas 7 1 356856 30 0 30 0.022 11.1
p21.31 - p21.2 50,638,063 51,501,847  Perdas 8 0 863784 30 0 30 0.022 25.1
p21.1 53,318,057 53,872,071  Perdas 6 0 554014 30 0 30 0.022 0.0
pl14.3 - pl4.2 56,374,591 58,665,336  Perdas 31 0 2290745 40 6 34 0.023 5.6
q23 143,175,282 143,554,594  Perdas 5 0 379312 30 0 30 0.022 90.4




g25.2 153,662,003 154,015,789  Perdas 1 0 353786 30 0 30 0.022 74.4
g25.2 - g25.31 154,015,789 157,031,277 Perdas 20 0 3015488 35 0 35 0.009 15.8
g25.31 157,031,277 157,090,862 Perdas 2 0 59585 30 0 30 0.022 0.0
025.32 - 925.33 159,313,048 161,097,748 Perdas 14 0 1784700 30 0 30 0.022 7.0
025.33-g26.1 161,097,748 161,820,237 Perdas 18 2 722489 35 0 35 0.009 4.0
g26.1 161,820,237 162,012,616 Perdas 2 0 192379 40 0 40 0.004 17.0
026.1 162,012,616 168,076,332 Perdas 14 2 6063716 40 6 34 0.023 53.1
026.2 170,326,390 171,889,311 Perdas 23 0 1562921 30 0 30 0.022 18.3
026.2 - 926.31 171,889,311 173,307,960 Perdas 14 1 1418649 35 0 35 0.009 0.4
026.33 - g27.1 181,483,714 184,609,382  Perdas 23 0 3125668 30 0 30 0.022 7.4
g29 197,456,850 198,136,250 Perdas 20 0 679400 30 0 30 0.022 100.0
g29 198,981,971 199,501,827 Perdas 9 0 519856 30 0 30 0.022 89.4
Cromossomo 4

035.2 190,619,560 191,273,063 Perdas 7 0 653503 40 6 34 0.023 96.6
Cromossomo 6

ql3 74,442,385 74,514,163  Perdas 2 0 71778 40 6 34 0.023 2.2
gl3 74,514,163 75,584,859  Perdas 2 0 1070696 45 6 39 0.010 31.7
ql3-qld.l 75,584,859 76,314,627  Perdas 6 0 729768 40 0 40 0.004 22.1
ql4.l 76,314,627 79,671,820  Perdas 7 0 3357193 45 0 45 0.002 35.6
ql4.1-ql4.2 79,671,820 84,523,832  Perdas 29 0 4852012 45 6 39 0.010 14.3
ql4.2 - q14.3 84,523,832 85,002,366  Perdas 4 0 478534 40 6 34 0.023 18.9
ql14.3 85,157,478 86,384,667  Perdas 6 0 1227189 35 0 35 0.009 4.3
gq14.3-qg15 86,384,667 88,324,031  Perdas 17 0 1939364 30 0 30 0.022 335
gl5 88,324,031 90,140,299  Perdas 19 0 1816268 35 0 35 0.009 18.6
ql5 90,140,299 90,893,597  Perdas 8 0 753298 30 0 30 0.022 6.2
ql5 90,893,597 91,305,081  Perdas 4 0 411484 35 0 35 0.009 1.2
gl5-ql6.1 91,305,081 92,922,524  Perdas 3 0 1617443 30 0 30 0.022 39.3
g16.1 - q16.2 94,104,295 99,418,572  Perdas 17 1 5314277 40 6 34 0.023 27.8
g16.3 103,517,778 104,668,196 Perdas 0 0 1150418 45 12 33 0.036 89.8
g16.3- 021 104,668,196 105,307,430 Perdas 1 0 639234 40 6 34 0.023 14.8
g21 105,307,430 105,376,848 Perdas 1 0 69418 40 0 40 0.004 100.0
g21 105,376,848 106,787,108 Perdas 11 0 1410260 35 0 35 0.009 33.4
g21 106,787,108 107,190,817 Perdas 5 0 403709 40 0 40 0.004 11.7




921 107,190,817 109,572,068 Perdas 29 1 2381251 35 0 35 0.009 21.1
g21 109,572,068 109,748,941 Perdas 5 0 176873 40 0 40 0.004 4.3
g21 109,748,941 111,112,032  Perdas 21 0 1363091 45 0 45 0.002 22.1
g21 111,112,032 111,862,918 Perdas 15 0 750886 45 6 39 0.010 9.7
g21 111,862,918 113,880,418 Perdas 14 0 2017500 40 0 40 0.004 175
g21-q22.1 113,880,418 114,486,979 Perdas 8 0 606561 45 0 45 0.002 15.1
g22.1 114,486,979 115,087,743  Perdas 2 0 600764 45 6 39 0.010 85.8
g22.1 115,087,743 117,096,818 Perdas 17 0 2009075 40 6 34 0.023 48.7
023.3-g24.1 138,520,382 139,694,708 Perdas 21 0 1174326 30 0 30 0.022 29.6
g27 166,057,078 167,660,747 Perdas 24 1 1603669 30 0 30 0.022 36.8
Cromossomo 7

p22.3 919,644 1,554,157  Ganhos 20 1 634513 55 18 37 0.040 80.8
p22.3 1,554,157 2,007,180  Ganhos 10 0 453023 55 6 49 0.002 68.7
p22.3 - p22.2 2,007,180 2,113,992  Ganhos 2 0 106812 50 6 44 0.004 100.0
p22.2 2,113,992 2,337,936  Ganhos 6 0 223944 55 6 49 0.002 17.4
p22.2 2,337,936 2,784,584  Ganhos 13 0 446648 50 6 44 0.004 41.2
p22.2 2,784,584 3,726,487  Ganhos 4 0 941903 45 6 39 0.010 34.3
p22.2 3,726,487 4,281,455  Ganhos 1 0 554968 50 6 44 0.004 69.5
p22.2 - p22.1 4,281,455 4,603,228  Ganhos 0 0 321773 45 6 39 0.010 100.0
p22.1 4,603,228 4,852,432  Ganhos 7 0 249204 50 6 44 0.004 81.6
p22.1 4,852,432 4,978,189  Ganhos 6 0 125757 50 0 50 0.001 91.1
p22.1 - p21.3 4,978,189 7,790,136  Ganhos 57 1 2811947 45 0 45 0.002 88.2
p21.3 7,790,136 8,220,924  Ganhos 4 0 430788 50 0 50 0.001 86.5
p21.3 8,220,924 9,060,255  Ganhos 4 0 839331 45 0 45 0.002 21.2
p21.3 9,060,255 12,347,493  Ganhos 9 0 3287238 40 0 40 0.004 33.6
p21.3-p21.1 12,347,493 17,326,246  Ganhos 28 0 4978753 45 0 45 0.002 55.9
p21.1-p15.3 17,326,246 19,737,692  Ganhos 14 1 2411446 50 0 50 0.001 54.0
p15.3 19,737,692 20,386,954  Ganhos 3 0 649262 45 0 45 0.002 74
p15.3 20,386,954 21,185,472  Ganhos 4 0 798518 50 0 50 0.001 74
p15.3 21,185,472 24,606,960 Ganhos 32 1 3421488 55 0 55 0.000 28.0
p15.3 - p15.2 24,606,960 27,141,203  Ganhos 28 1 2534243 50 0 50 0.001 7.7
pl15.2 27,141,203 27,895,524  Ganhos 24 1 754321 55 0 55 0.000 35.2
p15.2 - p15.1 27,895,524 29,711,868 Ganhos 24 0 1816344 50 0 50 0.001 21.4
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100.0
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73.8
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54.2
65.9
45.7
100.0
23.0
2.2
145
3.0
0.0
36.6
25.6
259
18.7
2.7
0.2
93.6




g34 137,354,848 138,569,463 Ganhos 14 0 1214615 35 0 35 0.009 66.9
g34 138,569,463 138,645,767 Ganhos 1 0 76304 30 0 30 0.022 11.0
q34 138,836,331 139,228,650 Ganhos 3 0 392319 30 0 30 0.022 14
g36.1 147,525,862 148,296,544 Ganhos 8 1 770682 30 0 30 0.022 114
g36.1 150,458,530 150,491,096 Ganhos 3 0 32566 45 6 39 0.010 100.0
g36.1 150,491,096 150,639,483 Ganhos 7 1 148387 40 6 34 0.023 40.3
g36.1 150,639,483 151,245,235 Ganhos 13 0 605752 45 6 39 0.010 14.0
g36.1 151,245,235 151,290,649 Ganhos 1 0 45414 40 6 34 0.023 0.0
036.3 156,246,414 156,554,587 Ganhos 7 0 308173 40 6 34 0.023 11.4
Cromossomo 8

p23.2 3,023,185 4,808,519 Perdas 2 0 1785334 45 12 33 0.036 72.2
p23.2 - p23.1 5,877,989 7,096,041 Perdas 24 0 1218052 45 12 33 0.036 91.3
p23.1 9,074,377 9,803,677 Perdas 11 2 729300 40 6 34 0.023 100.0
p23.1 9,803,677 10,165,407  Perdas 1 0 361730 45 6 39 0.010 100.0
p23.1 11,325,825 12,027,910  Perdas 20 0 702085 40 6 34 0.023 100.0
p23.1 12,027,910 12,456,576  Perdas 18 0 428666 45 6 39 0.010 100.0
p23.1 - p22 12,456,576 13,310,177  Perdas 16 0 853601 40 6 34 0.023 42.2
g21.2-921.3 87,140,925 87,366,178  Perdas 3 0 225253 35 0 35 0.009 26.3
g21.3 87,366,178 88,953,683  Perdas 9 0 1587505 30 0 30 0.022 84.4
q24.3 143,837,982 143,934,407 Ganhos 3 0 96425 15 53 -38 0.032 88.1
q24.3 143,934,407 144,412,186 Ganhos 9 0 477779 20 59 -39 0.021 35.7
g24.3 144,412,186 144,565,091 Ganhos 7 0 152905 20 53 -33 0.047 83.8
024.3 146,005,349 146,274,826 Ganhos 10 0 269477 25 59 -34 0.050 55.5
Cromossomo 9

p22.1-p21.3 18,911,919 20,010,147  Perdas 15 0 1098228 55 18 37 0.040 100.0
p21.2 27,076,520 27,589,527  Perdas 9 0 513007 50 12 38 0.017 11.9
p21.2 - p21.1 27,589,527 30,274,265  Perdas 5 2 2684738 45 12 33 0.036 69.9
p21.1 30,274,265 30,875,369  Perdas 0 0 601104 50 12 38 0.017 100.0
p21.1 30,875,369 31,588,911  Perdas 0 0 713542 45 6 39 0.010 57.2
p21.1 31,588,911 32,108,149  Perdas 0 0 519238 40 6 34 0.023 20.2
p21.1 32,108,149 32,430,740  Perdas 2 0 322591 40 0 40 0.004 6.6
p21.1-p13.3 32,430,740 33,026,792  Perdas 13 0 596052 35 0 35 0.009 25.4
p13.3 33,026,792 33,051,222  Perdas 2 0 24430 30 0 30 0.022 1.3



Cromossomo 11

g24.3 128,797,830 129,260,043  Perdas 4 0 462213 45 12 33 0.036 3.4

Cromossomo 13

g32.3 98,164,651 99,018,585  Perdas 14 1 853934 55 18 37 0.040 15.2
g33.2-q34 104,540,813 109,139,700 Perdas 17 1 4598887 45 12 33 0.036 35.2
934 109,578,251 111,028,329 Perdas 17 0 1450078 40 6 34 0.023 31.3
Cromossomo 14

g24.3 77,320,079 77,447,246  Perdas 1 0 127167 40 6 34 0.023 16.6
Cromossomo 17

p13.3 - pl13.2 3,473,279 4,630,692 Perdas 34 0 1157413 5 41 -36 0.014 68.6
pl3.2 4,735,946 5,097,540 Perdas 35 0 361594 5 41 -36 0.014 35.0
pl3.1 6,865,672 7,428,080 Perdas 55 1 562408 5 41 -36 0.014 8.4

p13.1 7,956,138 8,145,296 Perdas 22 0 189158 5 35 -30 0.033 39.9
Cromossomo 20

pl1.21 23,206,367 23,302,271  Ganhos 2 0 95904 45 12 33 0.036 0.0

013.33 61,137,054 61,645,574 Ganhos 28 1 508520 75 41 34 0.050 100.0

Anexo 6 - Alteracdes gendmicas observadas exclusivamente nos pacientes que desenvolveram metastases a distancia (P < 0,05).

Regido Inicio Término Eventoo Genes mMiRNAs Tagir;ho MQ:SS'[%ZZI?% ) MeFt)arlgtSée:eg?% ) P-Valor %}L\)/
Cromossomo 3
gqll.2-ql2.2 95,088,205 101,738,996 Perda 51 0 6650791 0 27.3 0.021 11
gql2.2-912.3 101,738,996 103,104,466 Perda 22 0 1365470 0 36.4 0.005 31
ql3.13-913.31 112,769,124 115,247,042 Perda 44 1 2477918 0 36.4 0.005 15
ql3.31 115,247,042 116,614,883 Perda 13 1 1367841 0 455 0.001 7

Cromossomo 5

g35.3 178,308,347 178,431,217 Perda 7 0 122870 0 27.3 0.021 6




Cromossomo 6

pl2.1 55,575,837 57,088,284 Ganho 14 0 1512447 0 27.3 0.021 12
Cromossomo 7
g34 - 35 142,507,398 145,083,058 Ganho 53 0 2575660 0 27.3 0.021 49
Cromossomo 9
g22.33-g31.1 101,336,714 102,707,386 Perda 16 0 1370672 0 27.3 0.021 22
Cromossomo 11
g23.3 116,794,176 117,769,295 Ganho 27 0 975119 0 27.3 0.021 3
Cromossomo 12
g13.12 47,784,157 48,273,030  Perda 16 0 488873 0 27.3 0.021 4
Cromossomo 15
g25.2 81,628,340 81,762,061 Ganho 2 0 133721 0 27.3 0.021 4
g26.1 87,698,017 88,834,350 Ganho 38 1 1136333 0 455 0.001 62
g26.1 88,834,350 89,951,446 Ganho 17 0 1117096 0 36.4 0.005 40
g26.1 89,951,446 90,519,028 Ganho 1 0 567582 0 27.3 0.021 15
g26.2 92,412,165 94,536,774 Ganho 5 0 2124609 0 27.3 0.021 22
Cromossomo 17
gl2 33,107,399 33,484,457 Ganho 13 0 377058 0 27.3 0.021 100
Cromossomo 19
p13.3 4,055,475 4,606,064 Perda 25 0 550589 0 27.3 0.021 43




Anexo 7 - Alteracfes gendmicas observadas exclusivamente nos pacientes que apresentaram recorréncia local (P < 0,05).

Tamanho

Auséncia

Presenca

Regido Inicio Término  Eventoo  Genes  miRNAs (pb) Recorréncia (%) Recorréncia (%) P-Valor CNV (%)
Cromossomo 1

p34.3 39,085,424 39,491,570  Perda 8 0 406146 0 33 0.007 13
p34.3 - p34.2 39,491,570 40,676,000  Perda 30 0 1184430 0 27 0.021 47
p34.2 40,676,000 40,995,589  Perda 12 2 319589 0 33 0.007 4
p34.2 40,995,589 41,719,602  Perda 11 1 724013 0 27 0.021 9
p34.1 43,932,338 44,893,103  Perda 21 0 960765 0 27 0.021 41
p34.1 44,893,103 45,410,118  Perda 21 0 517015 0 33 0.007 1
p34.1 - p33 46,200,115 46,595,721  Perda 14 0 395606 0 33 0.007 26
p33 46,595,721 47,299,643  Perda 19 0 703922 0 27 0.021 0
p33 47,299,643 48,617,918  Perda 16 0 1318275 0 33 0.007 5
p33 - p32.3 48,617,918 52,916,873  Perda 30 0 4298955 0 27 0.021 11
p32.3 - p32.2 55,010,085 57,694,851  Perda 18 0 2684766 0 27 0.021 13
p32.1 58,764,063 59,908,632  Perda 11 0 1144569 0 27 0.021 20
p31.3 62,659,504 64,496,130  Perda 19 0 1836626 0 27 0.021 4
p31.3 67,920,470 68,507,811  Perda 9 1 587341 0 27 0.021 1
p22.3 87,389,413 87,426,964  Ganho 2 0 37551 0 27 0.021 7
Cromossomo 2

qll.2 99,290,491 101,190,633  Perda 17 0 1900142 0 27 0.021 31
qll.2-gl2.1 101,939,838 102,203,391  Perda 3 0 263553 0 27 0.021 1
q35 219,544,309 220,163,131  Perda 45 2 618822 0 27 0.021 37
Cromossomo 3

p23 - p22.3 31,862,943 32,207,626  Perda 3 0 344683 0 33 0.007 15
p22.3 32,207,626 33,138,352  Perda 14 0 930726 0 27 0.021 3
p21.31 50,399,552 50,579,538  Perda 3 0 179986 0 27 0.021 89
p21.1 53,244,699 53,318,057  Perda 3 0 73358 0 27 0.021 40
pl4.3 54,499,757 55,253,319  Perda 5 0 753562 0 33 0.007 7
ql3.31-q13.33 117,996,872 121,816,869  Perda 36 1 3819997 0 33 0.007 13
ql3.33-g21.1 121,816,869 124,486,855  Perda 39 0 2669986 0 27 0.021 30




g21.1-q21.2 124,486,855 126,003,285  Perda 19 0 1516430 0 33 0.007 3
g21.2-q21.3 126,003,285 129,145,195  Perda 49 1 3141910 0 27 0.021 35
g22.1 134,446,308 135,092,969  Perda 11 0 646661 0 27 0.021 11
g22.2 - q23 136,082,002 141,128,156  Perda 47 0 5046154 0 27 0.021 11
923 142,280,876 142,791,985  Perda 4 0 511109 0 27 0.021 1
g25.1 151,652,198 152,932,993  Perda 22 0 1280795 0 27 0.021 29
025.31-025.32 157,174,747 158,315,104 Perda 12 0 1140357 0 27 0.021 16
Cromossomo 4

g22.1 90,090,209 90,958,740  Ganho 8 0 868531 0 40 0.002 89
g22.1 90,958,740 91,013,994  Ganho 2 0 55254 0 33 0.007 0
g22.1-q22.3 91,013,994 96,325,554  Ganho 17 0 5311560 0 27 0.021 38
Cromossomo 6

p24.3 8,027,396 8,999,134 Perda 9 0 971738 0 33 0.007 7
p24.3 - p24.1 8,999,134 11,725,064 Perda 35 0 2725930 0 27 0.021 13
gl5 90,487,712 91,217,587  Ganho 6 0 729875 0 27 0.021 7
g23.3 137,293,562 138,321,910 Perda 11 0 1028348 0 40 0.002 22
g24.1 139,788,850 140,347,066  Perda 5 0 558216 0 27 0.021 9
q24.2 143,718,949 144,550,147  Perda 16 0 831198 0 27 0.021 24
q24.2 144,550,147 145,112,541  Perda 2 0 562394 0 33 0.007 43
g24.2 - q24.3 145,112,541 146,858,787  Perda 13 0 1746246 0 27 0.021 12
g24.3 146,858,787 147,828,965 Perda 11 0 970178 0 33 0.007 8
g24.3-0g25.1 147,828,965 149,558,238  Perda 7 0 1729273 0 27 0.021 36
g25.1 149,558,238 151,364,432  Perda 27 0 1806194 0 33 0.007 25
g25.1 151,364,432 151,695,605 Perda 4 0 331173 0 40 0.002 52
g25.2 154,435,081 155,290,712  Perda 8 0 855631 0 47 0.001 12
025.2 - 925.3 155,290,712 158,422,966  Perda 15 1 3132254 0 53 0.000 45
g25.3 158,422,966 159,065,883  Perda 11 0 642917 0 47 0.001 24
025.3 159,065,883 160,130,329  Perda 20 0 1064446 0 40 0.002 39
025.3 160,130,329 160,194,411  Perda 4 0 64082 0 47 0.001 37
025.3- 926 160,194,411 163,472,725  Perda 19 0 3278314 0 40 0.002 77
026 - q27 163,472,725 164,493,952  Perda 8 0 1021227 0 47 0.001 21
g27 164,493,952 165,587,653  Perda 1 0 1093701 0 40 0.002 38
g27 165,587,653 166,057,078  Perda 2 0 469425 0 47 0.001 25




g27 166,057,078 167,660,747  Perda 24 1 1603669 0 40 0.002 37
g27 167,660,747 167,693,112  Perda 2 0 32365 0 33 0.007 100
q27 167,693,112 168,100,501  Perda 8 0 407389 0 40 0.002 100
q27 168,100,501 170,899,992  Perda 30 0 2799491 0 33 0.007 56
Cromossomo 11

p15.4 6,716,182 7,721,588 Perda 22 1 1005406 0 27 0.021 6
gl14.2 85,821,666 86,339,619 Perda 6 0 517953 0 27 0.021 2
Cromossomo 15

gql1.2 20,632,169 20,922,457 Perda 13 0 290288 0 27 0.021 100
gll.2 20,922,457 21,327,440 Perda 11 0 404983 0 33 0.007 100
gll.2 21,327,440 22,547,792 Perda 10 0 1220352 0 27 0.021 76
g21.1 46,708,649 47,525,736 Perda 13 0 817087 0 27 0.021 5
g21.1 47,525,736 47,567,746 Perda 2 0 42010 0 33 0.007 30
g21.1-q21.2 47,567,746 48,331,227 Perda 6 0 763481 0 27 0.021 22
g21.2-q21.3 48,567,714 51,890,948 Perda 83 2 3323234 0 27 0.021 37
g22.31 63,748,050 64,302,913 Perda 6 0 554863 0 27 0.021 36
923 67,131,365 68,759,212 Perda 22 1 1627847 0 27 0.021 34
g24.1 70,810,513 71,303,840 Perda 6 0 493327 0 27 0.021 21
g24.1 71,303,840 71,633,350 Perda 3 0 329510 0 33 0.007 2
g24.1 71,633,350 71,758,379 Perda 3 0 125029 0 27 0.021 1
026.2 - 426.3 94,536,774 98,386,864  Ganho 39 1 3850090 0 27 0.021 29
026.3 98,386,864 100,338,915 Ganho 113 1 1952051 0 33 0.007 91
Cromossomo 17

g22 51,171,684 51,974,829  Ganho 4 0 803145 0 27 0.021 5
g24.1 60,145,570 60,380,124  Ganho 6 0 234554 0 47 0.001 93
g24.1-q24.2 60,380,124 64,596,211  Ganho 47 3 4216087 0 40 0.002 30
g24.2 - q24.3 64,596,211 64,652,435 Ganho 2 0 56224 0 47 0.001 15
g24.3 64,652,435 64,804,361 Ganho 6 0 151926 0 40 0.002 1
g25.1 71,656,555 71,810,019 Ganho 6 0 153464 0 47 0.001 61
g25.1-qg25.2 71,810,019 72,512,743  Ganho 34 1 702724 0 40 0.002 20




Cromossomo 18

p11.32 0 846,102 Perda 12 0 846102 0 33 0.007 45
p11.32 846,102 1,010,248 Perda 1 0 164146 0 40 0.002 5
p11.32 - p11.31 2,768,487 3,182,363 Perda 6 0 413876 0 33 0.007 0
pl1.31 3,182,363 4,227,567 Perda 14 0 1045204 0 27 0.021 49

8 - Alteracdes gendmicas observadas exclusivamente nos pacientes que foram a ébito pela doenca (cancer) (P < 0,05).

Tamanho Pacientes vivos Pacientes mortos

Regido Inicio Término Eventoo Genes miRNAs (pb) (%) (%) P-Valor CNV (%)
Cromossomo 2

p21 - pl6.2 47,364,140 53,897,357  Perda 27 1 6533217 0 31 0.011 30
pl3.2 - p13.1 73,346,965 74,480,931  Perda 27 0 1133966 0 23 0.037 60
p13.1 74,671,887 74,719,139  Perda 1 0 47252 0 23 0.037 0
pl3.1 74,719,139 74,931,771  Perda 0 212632 0 31 0.011 62
g37.3 241,884,224 242,951,149 Ganho 27 0 1066925 0 38 0.003 64
Cromossomo 3

p21.2 - p21.1 51,684,554 51,950,958 Ganho 9 0 266404 0 23 0.037 1
p21.1 51,950,958 51,959,903 Ganho 2 0 8945 0 31 0.011

p21.1 52,422,942 52,482,201 Ganho 4 0 59259 0 31 0.011 53
p21.1 52,482,201 52,548,448 Ganho 7 0 66247 0 23 0.037 1
Cromossomo 4

g23 09,469,380 99,591,904  Perda 1 0 122524 0 23 0.037 24
Cromossomo 7

g11.23 76,106,489 77,139,056  Perda 11 0 1032567 0 23 0.037 58

Cromossomo 8

p21.3 21,948,620 22,536,659 Ganho 25 1 588039 0 23 0.037 100

Anexo



Cromossomo 9

pl3.1 38,192,385 39,276,464  Perda 13 0 1084079 0 31 0.011 88
g21.33 87,345,175 87,828,514  Perda 6 0 483339 0 23 0.037 67
g22.2 - q22.32 92,509,656 96,011,804  Perda 61 3 3502148 0 23 0.037 19
022.33-q31.1 101,336,714 102,707,386 Perda 16 0 1370672 0 23 0.037 22
Cromossomo 10

q24.32 103,908,672 104,392,647 Ganho 22 1 483975 0 23 0.037 4
Cromossomo 11

p15.4 3,134,599 3,621,472  Ganho 15 0 486873 0 23 0.037 98
p13 34,041,802 35,685,596 Ganho 15 0 1643794 0 23 0.037 54
pl1.2 47,584,541 47,879,909  Perda 6 0 295368 0 23 0.037 20
023.3 116,794,176 117,769,295 Ganho 27 0 975119 0 23 0.037 3
Cromossomo 12

g13.13 48,426,777 48,819,846  Perda 23 0 393069 0 23 0.037 4
g13.13 48,819,846 49,130,891  Perda 7 1 311045 0 31 0.011 6
g21.1-q21.2 72,902,436 75,601,637 Ganho 17 0 2699201 0 23 0.037 9
Cromossomo 15

g23 66,325,169 68,090,767 Ganho 27 0 1765598 0 23 0.037 43
Cromossomo 17

gll1.2 23,719,032 24,060,379 Ganho 23 0 341347 0 23 0.037 1
Cromossomo 21

g22.3 41,742,842 42,301,579 Ganho 11 0 558737 0 23 0.037 13




Anexo 9 - Analise comparativa das alteragdes gendmicas detectadas entre os cluster 1 versus clusters 2 (P < 0,05).

Regido cromossémica Inicio (pb) Término (pb) Eventoo Genes miRNAs Tamanho (Kb) Cﬁ;g%lieln(ccz ) Cﬁsggﬁezn%ﬁ) ) P-Valor
Cromossomo 1

p36.33 0 2.208.384 Ganho 146 5 2208.4 0 50.0 0.008
p36.33 - p36.32 2.208.384 2.689.845 Ganho 18 0 4815 0 56.25 0.003
p36.32 2.689.845 3.356.322 Ganho 8 0 666.5 0 50.0 0.008
p36.23 7.979.723 8.210.697 Ganho 2 0 231.0 0 50.0 0.008
p36.23 - p36.22 8.210.697 9.289.264 Ganho 16 1 1078.6 0 56.25 0.003
p36.22 10.551.849  11.228.674 Ganho 13 0 676.8 9.1 62.5 0.008
p36.13 16.217.396  16.619.945 Ganho 13 0 402.5 9.1 62.5 0.008
g21.2 148.838.061 149.236.666  Ganho 11 0 398.6 0 50.0 0.008
g21.3 150.028.990 150.071.589  Ganho 4 0 42.6 0 50.0 0.008
g21.3 151.256.551 151.345.357  Ganho 5 0 88.8 0 50.0 0.008
g21.3 151.345.357 151.440.060 Ganho 4 0 94.7 0 56.25 0.003
g21.3 151.440.060 151.856.750  Ganho 19 0 416.7 0 62.5 0.001
g21.3 151.856.750 152.286.856 Ganho 25 0 430.1 0 56.25 0.003
g21.3 152.286.856 152.467.522  Ganho 8 1 180.7 0 50.0 0.008
922 154.387.590 154.476.720  Ganho 5 0 89.1 0 56.25 0.003
g22 - q23.1 154.476.720 155.177.798 Ganho 42 2 701.1 0 50.0 0.008
Cromossomo 2

g31.3 180.764.589 182.370.149 Perda 8 0 1605.6 0 50.0 0.008
Cromossomo 4

035.2 190.619.560 191.273.063 Perda 7 0 653.5 0 50.0 0.008
Cromossomo 5

p15.33 453.064 1.358.505 Ganho 28 0 905.4 18.2 68.75 0.018




Cromossomo 7

p22.3 919.644 1.554.157 Ganho 20 1 634.5 9.1 62.5 0.008
Cromossomo 9

g33.3 126.400.897 126.669.726  Ganho 11 2 268.8 0 50.0 0.008
033.3 129.244.337 129.284.384  Ganho 4 0 40.0 0 50.0 0.008
033.3-g34.11 129.284.384 130.004.976  Ganho 38 0 720.6 0 62.5 0.001
g34.11 130.004.976 130.655.259  Ganho 33 2 650.3 0 56.25 0.003
g34.11 130.655.259 130.732.566  Ganho 4 0 77.3 0 50.0 0.008
Cromossomo 10

q24.32 103.910.797 104.348.381 Perda 22 1 437.6 54.5 0 0.002
Cromossomo 11

p15.5 0 1.177.920 Ganho 75 1 1177.9 0 56.25 0.003
p15.5 1.177.920 1.326.762 Ganho 7 0 148.8 0 50.0 0.008
921 93.533.875  93.800.415 Perda 5 0 266.5 0 50.0 0.008
g13.1 65.798.308  66.296.450 Ganho 31 0 498.1 9.1 62.5 0.008
Cromossomo 16

p13.3 714.211 1.062.920 Ganho 22 1 348.7 0 50.0 0.008
p13.3 1.062.920 1.341.725 Ganho 14 0 278.8 0 56.25 0.003
p13.3 1.341.725 1.765.678 Ganho 24 0 424.0 0 50.0 0.008
p13.3 3.393.635 3.5638.737 Ganho 11 0 145.1 0 50.0 0.008
p13.3 3.538.737 3.783.466 Ganho 9 0 244.7 0 56.25 0.003
p13.3 3.783.466 4.287.660 Ganho 7 0 504.2 0 62.5 0.001
p13.3 4.287.660 4.441.584 Ganho 7 0 153.9 0 56.25 0.003
p13.3 4.441.584 4.586.470 Ganho 5 0 144.9 0 50.0 0.008
p13.3 4.701.725 5.102.148 Ganho 21 0 400.4 0 50.0 0.008
p13.12 - p13.11 14.529.712  15.003.830 Ganho 19 0 474.1 0 50.0 0.008




Cromossomo 17

p13.3 0 784.934 Perda 15 0 784.9 91 125 0.008
p13.3 784.934 864.248 Perda 3 0 79.3 91 0 0.001
p13.3 836.343 1.527.890 Ganho 16 0 691.5 0 50.0 0.008
p13.3 864.248 1.609.588 Perda 21 1 745.3 82 0 0.001
p13.3 1.591.469 2.545.301 Ganho 27 2 953.8 0 50.0 0.008
p13.3 1.609.588 1.851.779 Perda 4 0 242.2 82 6.25 0.001
p13.3 1.851.779 3.473.279 Perda 46 3 1621.5 82 0 0.001
p13.3 - p13.2 3.473.279 4.630.692 Perda 34 0 1157.4 73 0 0.007
p13.2 4.184.681 4.224.821 Ganho 1 0 40.1 0 50.0 0.008
pl3.2 4.224.821 4.269.536 Ganho 0 0 44.7 0 56.25 0.003
p13.2 4.269.536 4.815.087 Ganho 34 0 545.6 0 62.5 0.001
pl3.2 4.630.692 4.735.946 Perda 8 0 105.3 73 6.25 0.006
p13.2 4.735.946 5.097.540 Perda 35 0 361.6 64 6.25 0.002
pl3.2 4.815.087 4.978.408 Ganho 14 0 163.3 0 56.25 0.003
p13.2 - pl3.1 5.097.540 6.865.672 Perda 42 2 1768.1 64 125 0.011
pl3.1 6.865.672 7.428.080 Perda 55 1 562.4 64 6.25 0.002
p13.1 7.076.125 7.275.859 Ganho 25 0 199.7 0 50.0 0.008
pl3.1 7.428.080 7.496.964 Perda 8 0 68.9 73 6.25 0.001
p13.1 7.496.964 7.515.225 Perda 3 0 18.3 82 6.25 0.001
pl3.1 7.515.225 7.523.959 Perda 3 0 8.7 82 125 0.001
p13.1 7.523.959 7.534.134 Perda 3 0 10.2 64 125 0.011
pl3.1 7.591.789 7.956.138 Perda 24 0 364.3 64 125 0.011
p13.1 8.145.296 8.827.670 Perda 17 0 682.4 64 6.25 0.002
Cromossomo 18

g22.1 60.272.594  62.076.169 Perda 1 0 1803.6 0 50.0 0.008
g22.1 63.591.087 64.594.674 Perda 4 0 1003.6 0 50.0 0.008



g22.1-q22.2 64.594.674  64.944.845 Perda 2 0 350.2 0 56.25 0.003
022.2-q22.3 64.944.845  67.146.790 Perda 5 0 2201.9 0 50.0 0.008
g22.3 67.146.790  68.335.918 Perda 3 0 1189.1 0 56.25 0.003
022.3 68.335.918  69.432.210 Perda 7 0 1096.3 0 50.0 0.008
Cromossomo 19

p13.3 2.044.403 2.428.892 Ganho 26 1 384.5 18.2 68.75 0.018
p13.3 6.202.423 6.727.433 Ganho 25 1 525.0 9.1 62.5 0.008
pl3.2 7.983.508 8.943.313 Ganho 30 0 959.8 9.1 62.5 0.008
p13.2 8.943.313 9.830.373 Ganho 31 0 887.1 9.1 68.75 0.005
pl3.2 9.830.373 10.237.913 Ganho 18 0 4075 9.1 75.0 0.001
p13.2 10.237.913  10.369.451 Ganho 11 0 131.5 18.2 75.0 0.006
pl3.2 10.426.633  10.878.043 Ganho 23 3 4514 27.3 81.25 0.014
p13.2 11.239.653  11.621.002 Ganho 25 0 381.3 18.2 75.0 0.006
pl3.2 11.621.002 12.511.586 Ganho 34 0 890.6 9.1 62.5 0.008
p13.2 - p13.13 12.511.586  12.631.697 Ganho 5 0 120.1 9.1 68.75 0.005
p13.13 12.631.697 12.669.310 Ganho 7 0 37.6 9.1 75.0 0.001
p13.13 12.669.310 12.697.533 Ganho 2 0 28.2 18.2 75.0 0.006
pl3.12 14.452.266  14.496.063 Ganho 3 0 43.8 18.2 68.75 0.018
p13.12 14.496.063  14.559.485 Ganho 6 1 63.4 9.1 68.75 0.005
pl3.12 14.559.485  14.665.317 Ganho 4 0 105.8 9.1 62.5 0.008
p13.12 - p13.11 15.111.733  16.315.582 Ganho 79 1 1203.8 9.1 62.5 0.008
pl3.11 17.782.518  18.156.865 Ganho 13 0 374.3 9.1 62.5 0.008
p13.11 18.156.865  18.176.256 Ganho 3 0 19.4 9.1 68.75 0.005
pl3.11 18.176.256  18.881.916 Ganho 30 0 705.7 9.1 75.0 0.001
p13.11 18.881.916  18.995.287 Ganho 7 0 113.4 9.1 68.75 0.005
p13.11 18.995.287  19.468.757 Ganho 20 1 4735 9.1 62.5 0.008




Cromossomo 20

p11.23

pl1.23 - p11.22
g11.21
g11.21-ql11.22
gql1.22

g11.22 - q11.23
gql1.23

g11.23

gql1.23

g11.23
gl1.23-ql12
gl2

gl2 - q13.12
g13.12

gl13.12

g13.12

gl13.12

g13.12

gl13.12

g13.12 - q13.13
g13.13-q13.2
g13.2

gl3.2

g13.2 - q13.31
g13.31-q13.32
g13.32-q13.33

19.419.239
20.097.191
29.352.138
31.439.848
33.010.662
33.141.804
34.526.443
34.835.664
36.459.110
36.524.327
36.954.602
37.848.337
40.217.625
41.778.418
42.579.204
42.969.094
43.851.264
43.868.407
44.014.138
44.798.386
49.060.434
49.463.303
52.545.297
53.703.942
54.759.395
56.653.991

20.097.191
21.307.843
31.439.848
33.010.662
33.141.804
34.526.443
34.835.664
36.459.110
36.524.327
36.954.602
37.848.337
40.217.625
41.778.418
42.579.204
42.969.094
43.027.003
43.868.407
44.014.138
44.030.493
49.060.434
49.463.303
52.545.297
53.703.942
54.759.395
56.653.991
59.003.189

Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho
Ganho

12
64
32

40
10
28

16
11
21
11

14

51

15

12

25
36

W O O O O O W O O O O O O o oooooOooOkr P P P OOo

678.0
1210.7
2087.7
1570.8

131.1
1384.6

309.2
1623.4

65.2

430.3

893.7
2369.3
1560.8

800.8

389.9

57.9
17.1
145.7
16.4
4262.0

402.9
3082.0
1158.6
1055.5
1894.6
2349.2

O O O O O O O O O O O O O O o oo o o o o

50.0
56.25
75.0
68.75
75.0
75.0
68.75
75.0
68.75
62.5
56.25
50.0
56.25
62.5
56.25
50.0
50.0
56.25
50.0
50.0
56.25
62.5
56.25
62.5
56.25
50.0

0.008
0.003
0.001
0.005
0.001
0.002
0.004
0.002
0.004
0.001
0.003
0.008
0.003
0.001
0.003
0.008
0.008
0.003
0.008
0.008
0.003
0.001
0.003
0.001
0.003
0.008



013.33 59.003.189  59.628.687 Ganho 1 0 625.5 0 56.25 0.003
013.33 59.628.687  59.716.309 Ganho 1 0 87.6 0 68.75 0.004
013.33 59.716.309  59.868.446 Ganho 2 0 152.1 0 75.0 0.002
013.33 59.868.446  60.055.651 Ganho 4 1 187.2 0 81.25 0.003
013.33 60.055.651  60.236.430 Ganho 8 0 180.8 0 87.5 0.006
013.33 60.236.430  60.374.551 Ganho 6 0 138.1 0 93.75 0.001
013.33 60.374.551  61.137.054 Ganho 32 2 762.5 0 100.0 0.008
013.33 61.137.054  61.645.574 Ganho 28 1 508.5 0.0 93.75 0.007
013.33 61.645.574  61.684.607 Ganho 4 0 39.0 0.0 81.25 0.003
013.33 61.684.607  61.834.699 Ganho 9 0 150.1 0.0 75.0 0.002
013.33 61.834.699  62.198.449 Ganho 32 5 363.8 0.0 68.75 0.004
013.33 62.198.449  62.207.788 Ganho 0 9.3 0.0 56.25 0.003
013.33 62.207.788  62.435.964 Ganho 7 0 228.2 0.0 50.0 0.008

Anexo 10 - Andlise comparativa das alteracdes gendmicas detectadas entre os cluster 2 versus clusters 3 (P < 0,05).

Regido cromossdmica Inicio (pb) Término (pb) Evento Genes miRNAs Tamanho(Kb) Frequéncia Cluster 2 (%) Frequéncia Cluster 3 (%) P-Valor

Cromossomo 1

p36.22 10.551.849  11.228.674 Ganho 13 0 676.8 62.5 10.0 0.014
p36.13 16.217.396  16.619.945 Ganho 13 0 402.5 62.5 10.0 0.014
Cromossomo 9

033.3 126.400.897 126.669.726 Ganho 11 2 268.8 50.0 0.0 0.009
Cromossomo 11

gl3.1 65.902.541 65.975.701  Ganho 2 0 73.2 62.5 10.0 0.014
g13.1 65.975.701 66.296.450 Ganho 17 0 320.7 62.5 0.0 0.003
gl13.1 66.296.450 66.361.467  Ganho 1 0 65.0 56.2 0.0 0.004
g13.1 66.361.467 66.712.607 Ganho 11 0 351.1 50.0 0.0 0.009
921 93.5633.875 93.825.370 Perda 5 0 291.5 50.0 0.0 0.009




g21 94.490.005 94.578.828 Perda 4 0 88.8 56.2 0.0 0.004
g21 94.578.828  94.596.824 Perda 1 0 18.0 50.0 0.0 0.009
921 94.596.824  94.823.941 Perda 0 227.1 56.2 0.0 0.004
Cromossomo 13

gl2.11-qgl2.12 21.665.807  22.803.408 Perda 6 0 1137.6 62.5 10.0 0.014
g12.12 - q12.2 22.803.408  27.084.272 Perda 48 0 4280.9 68.7 10.0 0.005
gl2.2-q12.3 27.084.272  27.884.470 Perda 12 0 800.2 62.5 10.0 0.014
g13.1-9g13.3 32.617.223  34.789.127 Perda 3 0 21719 62.5 10.0 0.014
g13.3 36.348.124  38.654.477 Perda 18 0 2306.4 62.5 10.0 0.014
g13.3 - q14.11 38.654.477  41.573.929 Perda 31 2 2919.5 68.7 10.0 0.005
gql4.11 41.573.929  42.491.395 Perda 7 0 917.5 62.5 10.0 0.014
g14.3 50.515.686  51.335.903 Perda 14 0 820.2 62.5 10.0 0.014
q14.3 51.335.903  52.184.798 Perda 16 0 848.9 62.5 0.0 0.003
gl4.3-921.1 52.184.798  52.562.685 Perda 5 0 377.9 56.2 0.0 0.004
g21.1 52.562.685  53.129.655 Perda 0 0 567.0 62.5 0.0 0.003
g21.1-921.2 53.129.655  58.957.227 Perda 12 1 5827.6 56.2 0.0 0.004
g21.2 58.957.227  59.900.295 Perda 6 0 943.1 62.5 0.0 0.003
g21.2 - q21.32 59.900.295 64.689.767 Perda 10 0 4789.5 68.7 0.0 0.001
021.32 64.689.767  64.922.644 Perda 0 0 232.9 68.7 10.0 0.005
g21.32 66.919.644  67.001.782 Perda 0 0 82.1 75.0 20.0 0.014
021.33 68.022.881  68.547.396 Perda 3 0 524.5 75.0 20.0 0.014
g21.33 68.547.396  68.817.103 Perda 0 0 269.7 75.0 10.0 0.004
021.33 68.817.103  68.951.128 Perda 0 0 134.0 68.7 10.0 0.005
g21.33 68.951.128  70.158.392 Perda 2 0 1207.3 75.0 10.0 0.004
021.33 70.158.392  70.731.154 Perda 0 0 572.8 81.2 10.0 0.001
g21.33 70.731.154  71.085.070 Perda 1 0 353.9 87.5 10.0 0.001
021.33 71.085.070  71.446.445 Perda 1 0 361.4 93.7 10.0 0.001
021.33 - g22.1 71.446.445  72.346.100 Perda 8 0 899.7 87.5 10.0 0.001




g22.1 72.346.100  72.381.168 Perda 0 35.1 81.2 10.0 0.001
g22.1 72.381.168 72.512.620 Perda 0 1315 75.0 10.0 0.004
g22.1-q22.2 72.512.620 75.071.366 Perda 13 0 2558.7 68.7 10.0 0.005
g22.2 75.071.366  75.790.142 Perda 5 0 718.8 62.5 10.0 0.014
g3l.1 78.903.340  82.641.359 Perda 4 0 3738.0 62.5 10.0 0.014
g31.1-g31.3 84.756.600  89.811.736 Perda 7 1 5055.1 62.5 10.0 0.014
g32.3 98.164.651  99.550.513 Perda 19 1 1385.9 62.5 10.0 0.014
032.3-033.1 100.088.039 103.432.373 Perda 27 0 3344.3 62.5 10.0 0.014
Cromossomo 14

g23.1 57.189.048 57.342.218 Perda 1 0 153.2 50.0 0.0 0.009
Cromossomo 16

p13.3 3.783.466 4.287.660 Ganho 7 0 504.2 62.5 10.0 0.014
Cromossomo 17

p13.3 836.343 1.527.890 Ganho 16 0 691.5 50.0 0.0 0.009
p13.3 1.591.469 2.189.293 Ganho 20 2 597.8 50.0 0.0 0.009
p13.2 4.269.536 4.557.422 Ganho 9 0 287.9 62.5 10.0 0.014
p13.2 4.906.914 4.978.408 Ganho 8 0 715 56.2 0.0 0.004
p13.1 7.552.132 7.758.156 Ganho 14 0 206.0 50.0 0.0 0.009
p13.1 7.758.156 7.956.138 Ganho 13 0 198.0 56.2 0.0 0.004
p13.1 7.956.138 8.170.371 Ganho 23 0 214.2 62.5 0.0 0.003
p13.1 8.170.371 8.219.743 Ganho 3 0 49.4 56.2 0.0 0.004
Cromossomo 20

gl11.21 29.352.138  31.347.779 Ganho 62 1 1995.6 75.0 20.0 0.014
gll.21 31.347.779  31.439.848 Ganho 4 0 92.1 75.0 10.0 0.004
g11.21 -q11.22 31.439.848 32.455.012 Ganho 18 0 1015.2 68.7 10.0 0.005
gl11.22 - gq11.23 33.010.662  34.526.443 Ganho 44 2 1515.8 75.0 20.0 0.014
g11.23 34.835.664 36.459.110 Ganho 28 0 1623.4 75.0 20.0 0.014
013.33 59.868.446  60.024.242 Ganho 4 1 155.8 81.2 30.0 0.015




Anexo 11 - Anélise comparativa das alteracdes gendmicas detectadas entre os cluster 1 versus clusters 3 (P < 0,05).

Regido cromossdmica Inicio (pb) Término (pb) Evento Genes miRNAs Tamanho(Kb) Frequéncia Cluster 3 (%) Frequéncia Cluster 1 (%) P-Valor

Cromossomo 10

024.32 104.648.690 104.763.597  Perda 3 0 114.9 10 64 0.023
Cromossomo 11

p15.5 510.172 1.326.762 Ganho 52 1 816.6 50 0 0.012
Cromossomo 13

gl4.3-921.2 51.335.903 59.162.686 Perda 34 1 7826.8 0 73 0.001
g21.2 - q21.32 59.162.686 64.689.767 Perda 15 0 5527.1 0 64 0.004
gl12.11 18.601.703 19.524.227 Perda 12 0 922.5 10 64 0.023
g12.13 25.476.570 25.512.855 Perda 1 0 36.3 10 64 0.023
g12.13-q12.3 25.512.855 27.884.470 Perda 26 0 2371.6 10 73 0.008
g12.3-q13.3 30.768.181 34.946.352 Perda 31 0 4178.2 10 73 0.008
g13.3-q14.11 34.946.352 39.854.438 Perda 47 0 4908.1 10 64 0.023
ql4.11 39.854.438 41.515.239 Perda 26 2 1660.8 10 73 0.008
gl4.11 41.515.239 42.491.395 Perda 7 0 976.2 10 82 0.002
q14.3 50.515.686 51.335.903 Perda 14 0 820.2 10 73 0.008
g21.32 64.689.767 64.922.644 Perda 0 232.9 10 64 0.023
021.33 68.547.396 69.358.344 Perda 0 810.9 10 73 0.008
g21.33 69.358.344 69.471.502 Perda 0 113.2 10 64 0.023
gl12.3 27.884.470 30.768.181 Perda 26 0 2883.7 20 73 0.030
g14.11 - q14.2 42.491.395 47.919.163 Perda 51 0 5427.8 20 82 0.009
ql4.2 47.919.163 48.743.022 Perda 8 0 823.9 20 73 0.030
gl4.2 - q14.3 48.743.022 49.480.922 Perda 18 0 7379 20 82 0.009
g14.3 49.480.922 49.489.529 Perda 3 0 8.6 20 73 0.030
g14.3 49.489.529 50.515.686 Perda 29 2 1026.2 20 82 0.009
021.32 - q21.33 66.482.964 68.547.396 Perda 4 0 2064.4 20 73 0.030




Cromossomo 16

p13.3 664.186 1.341.725 Ganho 42 1 6775 50 0 0.012
p13.3 1.345.938  1.528.584 Ganho 11 0 182.6 50 0 0.012
Cromossomo 17

p13.3 0 864.248 Perda 17 0 864.2 0 91 0.001
p13.3 864.248 1.566.749 Perda 20 1 702.5 0 82 0.001
p13.3 2.189.293  3.473.279 Perda 31 1 1284.0 0 82 0.001
p13.3-pl3.2 3.473.279  4.735.946 Perda 41 0 1262.7 0 73 0.001
pl3.2 - p13.1 4.735.946  7.428.080 Perda 132 3 2692.1 0 64 0.004
p13.1 7.428.080  7.496.964 Perda 8 0 68.9 0 73 0.001
pl3.1 7.496.964  7.523.959 Perda 4 0 27.0 0 82 0.001
p13.1 7.523.959  7.956.138 Perda 28 0 432.2 0 64 0.004
pl3.1 7.956.138  8.145.296 Perda 22 0 189.2 0 55 0.012
p13.1 8.145.296  8.827.670 Perda 17 0 682.4 0 64 0.004
pl3.1 8.827.670  9.065.800 Perda 1 0 238.1 0 55 0.012
p13.3 1.566.749  2.189.293 Perda 21 2 622.5 10 82 0.002
Cromossomo 19

p13.3 3.009.167  4.772.795 Ganho 71 2 1763.6 60 91 0.023
p13.2 9.858.188  10.237.913 Ganho 18 0 379.7 60 91 0.023
Cromossomo 20

g13.33 60.208.686 60.218.313 Ganho 2 0 9.6 50 0 0.012
013.33 62.173.539 62.435.964 Ganho 11 0 262.4 50 0 0.012
g13.33 60.218.313  60.374.551 Ganho 7 0 156.2 60 0 0.004
013.33 61.684.607 62.173.539 Ganho 37 5 488.9 60 0 0.004
013.33 60.374.551 61.684.607 Ganho 59 3 1310.1 70 0 0.001




Anexo 12 - Resultados da analise do numero de cdpias do DNA nas amostras de SPI (16) e LMS (11) avaliados pela metodologia de gPCR.

CCND1 P1_[CCND1 P2 [ARNT P1_[ARNT P2 [ARNT_P3 [PBXIP1 P2 [PBXIP1 P1 [SLC27A3
N1 [1.029 1.187 0.990 0.939 0.891 0.918 0.924 0.811
N2 [1.059 1.091 1.090 1111 1.147 1.142 1.220 1.083
N3 [1.139 1.100 0.939 1.168 1.077 1.047 1.163 1.057
N4 10930 1.038 1.040 0.930 0.975 1.001 1.019 1.034
N5 [1.070 0.962 1.054 1.070 1.025 0.999 0.981 0.966
N6  [1.010 1.008 1.129 1.025 1.090 1.066 1.050 0.978
N7 [1.084 1132 1212 1151 1.179 1.110 1.123 1.109
N8  [1.106 1.138 1.014 0.977 0.940 1.063 1.113 1.019
N9  [1.023 1.036 0.971 1.080 1.569 1.015 0.921 1151
N10  [1.117 1.188 0.977 1.089 1.100 1.014 1.156 0.975
LM4 [0.856 0.828 1412 1518 1618 1.257 1.267 1.303
LM7 [1.215 1.459 1.528 1.271 0.536 [1.903 |
LM15 | 1.006 0.991 1.146 1.180 1.250 0.989 0.893 1.093
LM16 [0.937 0.939 0.921 0.966 0.958 0.945 0.914 0.969
Lm1e | 0.916 0.488
LM19 |0.769 0.769 0.592 0.712 0.788 0.930 0.873 0.826
LM20 [0.683 0.671 0.755 0.727 0.778 0.753 0.755 0.703
LM21 [0.913 0.985 1.041 1.015 1.033 1.019 0.988 0.976
LM22 [0.854 0.657 0.201 0.781 0.885 1.057 0523 0.764
LM23 [0.910 0.860 0.991 1.008 1.026 1.044 1.078 1.016
LM24 [0.839 0.853 0.899 0.898 0.938 0.906 0.852 0.877
SP1_ [0.945 1.031 0.779 1.091 1.200 0.980 0.961 1115
(sr2 IS 22 0.008 0.949 1.080 0.888 0.851 1.019
SP3_ |0.696 0.790 1.195 1.632 1672 1.071 0.829 1.435
SP4  [1.013 0.980 1.092 1.242 1.464 1.002 0.861 1532
sp7__ [0.509 0.489 1522 1.453 1561 1.376 1441 1.385
SP8  [0.725 1.138 1.685 1781 1.124 1.158 1.270
SP9  [1.144 1.168

SP13 [1.209 0.999 0.509 1.180 1.468 1528 1.020 1.103
SP14 [1.041 0.969 0.928 1.034 1.258 1.104 1.081 1.048
SP15 [0.804 0.760 0.914 0.785 0.903 0.770 0.902 0.833




| 1.141 |1.212 | 0.897

|
|
0.947 1273

\ 0.814 1.224

SP16 |0.853 | 0.760

SP23

Legenda:

Nimero de
copias (Ploidia Valores corrspondentes
DNA)

ON
IN
2N
3N
4N






