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RESUMO

da Costa AABA. Alteragdo da via da recombinacdo homologa de reparo de DNA
no cancer epitelial de ovario. Sdo Paulo; 2016. [Tese de Doutorado-Fundagdo

Antonio Prudente].

Justificativa:Os carcinomas de ovario apresentam deficiéncia da via da
recombinagdo homologa de reparo de DNA em aproximadamente 50% dos casos, em
15 a 20% dos casos atribuida a mutagdes germinativas em BRCALl ou BRCAZ2.
Tumores com mutagdes germinativas em BRCAL ou BRCA2 sdo mais sensiveis aos
tratamentos com inibidores de PARP e com esquemas quimioterapicos baseados em
platina. O papel de outras alteracdes da via da recombinagdo homologa na
sensibilidade a essas modalidades de tratamento bem como a forma de identificar os
tumores com deficiéncia dessa via ainda ndo estdo definidos. Escores avaliando o
perfil de alteragdes estruturais gendmicas causadas especificamente por deficiéncia
da via da recombinagdo homologa tém sido estudados como potenciais marcadores
da deficiéncia desta via. Nosso objetivo foi caracterizar uma coorte de pacientes com
carcinoma de ovario quanto a deficiéncia da via da recombinacdo homologa
utilizando escores calculados a partir das alteracdes do nimero de copias gendomicas
e de perdas de heterozigose e avaliar o papel destes escores na identificagao de
pacientes com sensibilidade prolongada a platina. Métodos: Selecionamos uma
coorte de 31 pacientes com carcinoma de ovario com recidiva classificada
clinicamente com platina resistente e que foram reexpostas ao tratamento com
quimioterapia baseada em platina. Amostras de tumores armazenados em parafina de
14 pacientes foram submetidas ao ensaio ONCOSCAN para avaliagdo de alteragdes
de numeros de copias, perda de heterozigose e identificagdo de mutacdes especificas
em 9 genes relacionados a neoplasias. A partir destes dados caracterizamos os
escores de Telomeric Allelic Imbalance (TAI), escore de perda de heterozigose
(cnLOH+L) escore de Large Scale Transition (LST) e escore de deficiéncia da
recombina¢do homoéloga (HRD) em cada tumor e avaliamos a sua associacdo com a

\ .

taxa de resposta a quimioterapia, sobrevida global e fatores clinico patologicos.



Resultados: Na coorte de 31 pacientes, DNA foi extraido de 28 amostras e 15
amostras de 14 pacientes foram analisadas de forma efetiva. Na maioria dos casos
encontramos o padrdo esperado de grande instabilidade gendmica com diversas
regides de ganhos e perdas do genoma e regides de perda de heterozigose. Todos os
casos analisados mostraram ¢cnLOH ou delLOH no cromossomo 17, 12 de 14
pacientes apresentaram ¢cnLOH ou delLOH no brago longo do cromossomo 13 € o
cromossomo 22 apresentou perdas ou ganhos na maioria dos casos. Mutacdo em
TP53 foi encontrada em 2 casos, mutagdo em NRAS em 2 casos, ¢ um caso com
mutagdo em TP53apresentou mutacdo em PTEN associada a delecdo da regido do
PTEN. A mediana dos escores foi de 19,5 para TAI, 12,5 para cnLOH+L, 26,0 para
LST e 6,3 para HRD. Levando-se em conta os escores com pontos de corte
previamente definidos na literatura encontramos 10 de 14 (escore cnLOH+L) e 9 de
14 (escore LST) pacientes com tumores com escores altos sugerindo deficiéncia da
via da recombinagao homologa. Tanto a coorte como um todo quanto as 14 pacientes
submetidas a andlise molecular apresentaram taxa de resposta acima do esperado
sendo 16 de 31 pacientes (51,6%) e 7 de 14 pacientes (50,0) respectivamente. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre as taxas de resposta das pacientes
de com escores altos versus baixos, embora 6 de 10 pacientes com escore cnLOH+L
elevado tenham apresentado resposta e 1 de 4 pacientes com escore cnLOH+L baixo
tenham apresentado resposta ¢ 6 de 9 pacientes com escore LST elevado tenham
apresentado resposta e 1 de 5 pacientes com escore LST baixo tenham apresentado
resposta. Numericamente os escores cnLOH+L, LST e HDR foram mais altos nas
pacientes que responderam quando comparados com os escores das pacientes que
ndo responderam, com medianas deTAI = 19,0 vs 24,0, TAIm = 16,0 vs 19,0,
cnLOH+L 13 vs 12, LST = 28,0 vs 18,0, LSTm = -4,0 vs -20,0, HRD 8,7 vs 0,3 para
respondedoras versus nao respondedoras. Essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa. A sobrevida global mediana foi 13,4 meses desde o inicio do
tratamento de reexposi¢do a platina e ndo houve diferenca de acordo com os valores
dos escores. Dentre os fatores clinicopatologicos a presenca de histéria familiar de
cancer de mama ou ovario ou a historia pessoal de cancer de mama foi o tinico fator
associado a uma maior taxa de resposta. Os tumores primarios apresentaram escore

TAI mais elevado que os tumores coletados no momento da recidiva e comparando



duas amostras de uma mesma paciente houve diferenca na classificacao da
deficiéncia da via da recombinagdao homologa de acordo com os escores cnLOH+L e
LST. Concluses: Os escores de deficiéncia da via da recombinagdo homologa se
mostraram potenciais marcadores de resposta a reexposicdo a platina no cenario de
doenga platina resistente, necessitando melhor definicdo dos pontos de corte e do
impacto da heterogeneidade tumoral e da necessidade de avaliagdo do material
coletado no momento da recidiva. Histéria familiar positiva ¢ um fator clinico capaz
de identificar pacientes com mais chance de resposta & reexposicao 4 platina. Nossos
dados fortalecem a hipotese da contribuicdo de mutagdes em PTEN para o
desenvolvimento de deficiéncia da via da recombinagdo homologa e o papel das

muta¢des de NRAS nos carcinomas serosos de ovario.



SUMMARY

da Costa AABA. [Homologous recombination deficiency in ovarian carcinoma].

Sao Paulo; 2016. [Tese de Doutorado-Fundacao Antonio Prudente].

Background: Homologous recombination deficiency s presente in up to 50% of
ovarian carcinomas, in 15 to 20% due to germline BRCA1 or BRCA2 mutations.
BRCA mutated tumors are more sensitive to PARP inhibitors and platinum based
chemotherapy. The role of other homologous recombination mechanisms on PARP
inhibitors and platinum sensitivity as well as the methods to identify homologous
recombination deficiency is not clear yet. Scores evaluating structural genomic
abnormalities caused specifically by homologous recombination deficiency have
been studied as markers of deficiency of this DNA repair pathway. The main
objective of the present study was to characterize a cohort of ovarian cancer patients
regarding homologous recombination deficiency using scores based on copy number
alterations and loss of heterozygosity and to evaluate the impact of these scores in
prolonged platinum sensitivity. Methods: We selected a cohort of 31 ovarian cancer
patients with platinum resistant recurrence reexposed to platinum based
chemotherapy. Paraffin embedded tumor samples from 14 patients were analyzed
through ONCOSCAN assay for copy number alterations, loss of heterozygosity and
specific point mutations in 9 cancer related genes. Based on these alterations we
calculated the scores Telomeric Allelic Imbalance (TAI), loss of heterozygosity score
(ecnLOH+L) Large Scale Transition score (LST) and homologous recombination
deficiency score (HRD) for each tumor sample and tested their association to
response rate to platinum rechallenge, overall survival and to the clinical pathologic
factors. Results: From the cohort of 31 patients, DNA was extracted from 28
samples and 15 samples from 14 patients were effectively analyzed. Most cases
presented the expected high genomic instability pattern with lots of genomic losses,
genomic gains and loss of heterozygosity segments. All cases showed cnLOH or
delLOH in chromosome 17, 12 of 14 patients showed cnLOH or delLOH in the long

arm of chromosome 13, and chromosome 22 presented losses or gains in most of



cases.TP53 mutations were present in 2 cases, NRAS mutations in 2 cases, and one
patient with TP53 mutation showed also a PTEN mutation together with a genomic
loss in PTEN region. Median scores were 19,5 for TAIL 12,5 for cnLOH+L, 26,0 for
LST and 6,3 for HRD. Considering previously literature defined cutoffs we found 10
out of 14 (for cnLOH+L score) and 9 out of 14 (for LST score) patients with tumors
with high scores suggesting homologous recombination deficiency. In the cohort of
31 patients 16 had response to platinum reexposition and in the cohort of 14 patients
analyzed by ONCOSCAN assay 7 patients had response. There was no statistically
significant difference between response rates for high versus low scores, even though
6 out of 10 patient with high cnLOH+L score while 1 out of 4 patients with low
cnLOH+L score had response and 6 out of 9 patient with high cnLOH+L score while
1 out of 5 patients with low cnLOH+L score had response. Numerically, the scores
cnLOH+L, LST and HDR were higher in patients with response to treatment
compared to those without a response, with medians of TAI = 19,0 vs 24,0, TAIm =
16,0 vs 19,0, cnLOH-+L 13 vs 12, LST = 28,0 vs 18,0, LSTm = -4,0 vs -20,0, HRD
8,7 vs 0,3 for responders versus non responders respectively. These differences were
not statistically significant. Median overall survival was 13,4 months from the
beginning of platinum rechallenge and there was no difference in survival according
to scores. Among clinical pathologic factors, family history of breast or ovarian
cancer or personal history of breast cancer was associated to a higher response rate to
platinum rechallenge. Primary tumors had a higher TAI score compared to recurrent
tumors and comparing two different samples from the same patient there was
divergence on the homologous recombination deficiency classification according to
cnLOH+L and LST scores. Conclusions: Homologous recombination deficiency
scores showed to be potential markers of response to platinum rechallenge in the
platinum resistant setting. It is still necessary to clarify the best cutoffs for each
score, the impact of tumor heterogeneity and the need of tumor samples to be
collected in the moment of treatment. Positive family history is a clinical factor
predictvie of platinum rechallenge response. Our data support the hypothesis of a
role for PTEN in homologous recombination deficiency as well as a role of NRAS

mutations in ovarian serous carcinomas.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO

Em 2012, o cancer de ovariofoi estimado como sendo a sétima neoplasia mais
frequente entre as mulheres no mundo com 238.700 novos casos e a oitava em
mortalidade entre as mulheres com 151.900 6bitos ao ano (TORRE et al. 2015). Nos
Estados Unidos ¢ a décima primeira neoplasia mais frequente entre as mulheres com
22.280 novos casos estimados ao ano em 2016, e a quinta em mortalidade entre as
mulheres com 14.240 6bitos estimados ao ano (SIEGEL et al. 2016). A estimativa da
incidéncia no Brasil em 2014 foi de 5.680 casos correspondendo a sétima neoplasia
mais frequente entre as mulheres e 2.979 6bitos pela doenca (Ministério da Satude
2014). A idade mediana ao diagnostico ¢ em torno de 60 anos e o risco de uma
mulher desenvolver cancer de ovario ao longo da vida ¢ de 1 a cada 70 mulheres
(CANNISTRA 2004).

A origem celular dos carcinomas de ovario ainda ndo foi totalmente definida.
Uma hipotese ¢ que seja originaria do epitélio de revestimento do ovario por meio de
cistos de inclusdes ovarianos e, uma segunda hipdtese, ¢ que venha de células das
fimbrias da tuba uterina e/ou de células do epitélio Miilleriano extra-uterino. Os
casos de cancer diagnosticados como primdrios de tuba uterina ou peritdnio sdo
considerados apresentagdes distintas de uma mesma doenga, recebendo abordagem e

tratamento idénticos ao cancer de ovario (GEORGE et al. 2016).



Os fatores de risco descritos paradesenvolver o cancer de ovario estdo
relacionados a um dos quatro mecanismos de carcinogénese propostos: (1) as
ovulagdes continuas seriam um estimulo para a carcinogénese das células do epitélio
de revestimento ovariano; (2) as gonadotrofinas circulantes estimulariam as células
epiteliais ovarianas induzindo alteracdes neoplasicas; (3) um estimulo direto dos
hormodnios sexuais, de forma que os hormonios estrogénicos e androgénicos
induziriam e os progestdgenos inibiriam a carcinogénese; (4)estimulos inflamatorios
relacionados a propria ovulagdo ou doengas ginecologicas como a endometriose e a
doenga inflamatoria pélvica (HUNN e RODRIGUEZ 2012).

Os fatores que aumentam o risco de cancer de ovario sdo a nuliparidade,
infertilidade, menarca precoce, menopausa em idade mais avangada, exposi¢do
perineal a talco, endometriose e doenca inflamatéria pélvica. Os fatores que
diminuem o risco de cancer de ovario incluema multiparidade, amamentagdo, uso de
contraceptivos orais, cirurgia de ligadura tubaria e histerectomia mesmo sem
ooforectomia ou salpingectomia (HUNN e RODRIGUEZ 2012). Porém, o fator com
maior impacto no risco de cancer de ovario ¢ a histéria familiar de cancer de ovario

ou cancer de mama.

1.2 SUBTIPOS HISTOLOGICOS E ALTERACOES

MOLECULARES

Os canceres epiteliais representam 95% dos canceres de ovario, os outros 5%
sdo tumores de células germinativas ou tumores de células estromais. Dentre os

canceres epiteliais de ovario ha alguns subtipos que diferem entre si pela morfologia



e alteracdes moleculares caracteristicas. O mais comum ¢ o seroso de alto grau
correspondendo a 70% dos casos, seguido pelo endometridide (10% dos casos),
células claras (10% dos casos), mucinosos (2-4% dos casos), serosos de baixo grau
(< 5% dos casos) e outros ainda mais raros como carcinoma de células transicionais,
carcinossarcoma e carcinoma de pequenas células (PRAT 2012; RESCIGNO et al.

2013).

1.2.1 Carcinoma seroso de alto grau

Os carcinomas serosos de alto grau sdo os tumores epiteliais de ovario sao
responsaveis por 90% dos 6bitos pela doenca. Apenas 1% dos casos € restrito ao
ovario ao diagndstico e a sobrevida global em 5 anos para pacientes com estagio IT1IC
¢ de apenas 25-30% e para as pacientes com estagio IV de 10-15% (RESCIGNO et
al. 2013; GURUNG et al. 2013).

A principal alteragdo molecular dessas neoplasias ¢ a grande instabilidade
genética com muitas alteragdes do numero de copias do DNA e poucas mutagdes em
ponto (The Cancer Genome Atlas Research Network-TCGA 2011). Isso ¢
consequéncia da presenga de mutacdes somaticas do TP53 em relatada em 97% dos
casos (TCGA 2011). A proteina p53 ¢ responsavel pela regulacdo do ciclo celular,
reparo do DNA e inducao da apoptose de forma que a perda da sua fungao favorece a
instabilidade genética. H4 uma boa correlacdo entra a presenca de mutagdes do
TP53e alteracdes da expressdo da proteina por imunoistoquimica. As mutagdes
missensecausam um acumulo da proteina no ntcleo celular e as mutagdes nonsense
causam uma perda de expressdo completa da proteina (GURUNG et al. 2013).

As alteracdes da via de reparo do DNA da recombinagdo homoéloga também



favorecem a presencga de instabilidade genética. Alteragdes desta via estao presentes
em até 50% dos casos podendo ocorrer por mutacdes germinativas do BRCAL e
BRCA2 em aproximadamente 15% dos casos, mutagdes somaticas e silenciamento
epigenético do BRCAL1 e BRCA2 em 14 a 22% e, em menor frequéncia, por outras
alteracdes de proteinas ligadas a esta via: amplificagdo do EMSY (8% dos casos),
delecdo do PTEN (7% dos casos), hipermetilagdo do RAD51C (2% dos casos) ¢
outros mecanismos ainda mais raros (TCGA 2011; MITTEMPERGHER 2016).
Foram descritas aproximadamente 100 diferentes regides de amplificagdo ou
delecao em cancer de ovario (TCGA 2011; MITTEMPERGHER 2016).Cada uma
destas regides contém mais de um gene, o que torna dificil identificar os principais
genes afetados. A andlise das vias de sinalizag@o intracelular alteradas mostrou o
envolvimento das vias da proteina do retinoblastoma (RB), fosfatidilinositol 3 fosfato

(PI3K) / RAS, NOTCH e FoxM1 (TCGA 2011; MITTEMPERGHER 2016).

1.2.2 Carcinoma endometridide

Os carcinomas endometridides correspondem a 10% dos canceres epiteliais
do ovario. O tumor ¢ bilateral em 28% dos casos e entre 15 a 20% esta associado
com a presenca de um segundo tumor primario de endométrio. S3o tumores
caracteristicamente de baixo grau. Os carcinomas de endométrio de alto grau sdo
morfologicamente indistinguiveis do carcinoma de ovario do tipo seroso de alto grau,
além de expressarem WT1 (um marcador dos tumores serosos) e de apresentarem
perfil de expressdo gé€nica semelhante. Estes dados sugerem que os tumores
endometrioides de alto grau ndo sdo diferentes dos serosos de alto grau (PRAT 2012;

GROEN et al. 2015). E um subtipo sensivel a quimioterapia e com melhor



prognostico quando comparado com os serosos de alto grau nos estagios avancados
(MACKAY et al. 2010).

Segundo a origem do tumor, ha dois tipos de carcinoma endometrioide: os
relacionados a endometriose; em aproximadamente 42% de todos os tumores
endometridides de ovario ha evidéncia de endometriose, ¢ aqueles ndo relacionados a
endometriose. Apesar disso ndo ha diferenga entre eles quanto ao prognostico
(MANGILI et al. 2012).

A alteragdo molecular mais comum nestes tumores endometrioides ¢ a
presenga de mutagdes do CTNNBL, as quais estdo presentes em 38 a 50% dos casos.
Este gene codifica a proteina beta catenina, o produto do gene mutado ¢ insensivel a
sua degradacdo o que leva ao acumulo de beta catenina nuclear. A segunda via mais
frequentemente alterada ¢ do PI3K-AKT, com mutagdes do PTEN ¢ do PIK3CA,
descritas em 20% dos casos cada. Outra altera¢do caracteristica ¢ a presenca de
mutagdes do ARID1A (30% dos casos) e do PPP2R1A (12%), que sdo alteragdes
encontradas nos focos de endometriose e nos tumores de células claras e que também
estdo associados a endometriose (PRAT 2012; RESCIGNO et al. 2013; GROEN et
al. 2015).

O subtipo endometridide e o células claras estdo mais frequentemente
associados a sindrome de Lynch, com alguns casos apresentando instabilidade de

microssatélites(12 a 19% dos casos) (PRAT 2012; GROEN et al. 2015).

1.2.3 Carcinoma de células claras
Os carcinomas de ovario de células claras (10% dos tumores epiteliais) sao

diagnosticados em idade mais jovem, em torno de 54 anos e mais frequentemente em



estagios 1 e II (57-80% dos casos) quando comparados aos serosos. Em
aproximadamente metade dos casos o tumor se origina de focos de endometriose.
Nestes casos, o prognostico ¢ melhor do que aqueles ndo associados a endometriose.
Sao neoplasias resistentes a quimioterapia convencionalmente utilizada para tratar os
carcinomas de ovario e, ao menos nos estdgios mais avancados, ja ¢ bem
estabelecido que apresentam uma pior sobrevida global quando comparados aos
tumores serosos de alto grau (DEL CARMEN et al. 2012; PRAT 2012; GURUNG et
al. 2013; YAMASHITA 2015).

As alteragdes moleculares apresentam algumas semelhangas com os tumores
endometriodides, com mutagdes do ARID1A (em 50% dos casos), PIK3A (43%) e
PPP2R1A (4-7%). Aproximadamente 10% dos casos tem deficiéncia das proteinas
da via de mismatch repair. Outras alteragdes mais especificas descritas nos tumores
de células claras sdo a expressdo aumentada do fator de crescimento de hepatocito
HNF-1Beta (> 90% dos casos) a qual pode ser usada como marcador diagndstico e
alteracdes das vias relacionadas a angiogénese ¢ hipdxia, a semelhanga dos tumores
de células claras renais(STANY et al. 2011; GURUNG et al. 2013; YAMASHITA

2015).

1.2.4 Carcinoma mucinoso

Os carcinomas mucinosos do ovario sdo um subtipo raro,representando
apenas 2 a 4% dos tumores de ovario. Mais de 80% dos casos sdao diagnosticados no
estagio I, quando o progndstico ¢ excelente, com sobrevida de 90% em 5 anos.

Porém trata-se de um tumor resistente a quimioterapia e, quando diagnosticado em



estagios avancados, o progndstico € pior que dos serosos de alto grau (FRUMOVITZ
etal. 2010; MACKAY et al. 2010; XU et al. 2016).

Dentre as alteragdes molecularesdescritas neste subtipo tumoral, a mais
comum ¢ a mutagdo do KRAS (50-75% dos casos), seguido por amplificagdo do
HER2 (15-18%). Estas alteragdes sdao mutuamente excludentes. As mutag¢des do
TP53 caracteristicas dos tumores serosos ocorrem em apenas 16% dos casos
(FRUMOVITZ et al. 2010; KELEMEN e KOBEL 2011; GURUNG et al. 2013;

GROEN et al. 2015; XU et al. 2016).

1.2.5 Carcinoma seroso de baixo grau

Os tumores serosos de baixo grau foram recentemente descritos como uma
entidade totalmente diferente dos serosos de alto grau, correspondendo a menos de
4% dos tumores epiteliais de ovario. S3o muitas vezes associados com tumores
borderline de ovario, frequentemente diagnosticados em estagios mais avangados ¢
com uma evolugao bastante indolente (ROMERO et al. 2013; GURUNG et al. 2013).

As alteragdes moleculares sdo totalmente diferentes daquelas descritas nos
carcinomas serosos de alto grau, apresentando baixa frequéncia de muta¢des doTP53
e do BRCA e com alteracdes da via da MAPK em até 70% dos casos. A prevaléncia
de mutacdes deKRASE de até 54% dos casos e de BRAF em 2-35% dos casos. Além
disso, mutacdes de HER2 sdo encontradas em 8% dos casos. Sdo tumores resistentes
aos tratamentos convencionais. Drogas alvos direcionadas contra a via da MAPK ja
foram testadas em estudos clinicos com uma taxa de resposta em torno de 15% sendo
identificados alguns tipos de mutagdes em MAP2K1 capazes de identificar pacientes

com resposta prolongada ao tratamento (GRISHAM et al. 2015).



Tabela 1 - Sintese das principais altera¢cdes moleculares relacionadas aos diversos
subtipos de cancer de ovario epitelial.

Histologia aITtIeprcz)agéeo Descrigédo Frequéncia Referéncia
Seroso de alto grau ~ Mutagdes TP53 97% EICZC:)I?3 2011, Gurung et
TCGA 2011,Pennington
BRCA germinativa 15-20% et al. 2014, Gurung et al.
2013
- TCGA 2011, Pennington
- 00 2
BRCA somatica 3-9% ctal 2014
Silenciamento o Press et al. 2008, TCGA
Outros epigenético BRCA H-18% 2011, Gurung et al. 2013
~ TCGA 2011, Gurung et
0, >
Delecéo PTEN 7% al. 2013
. I TCGA 2011, Gurung et
0, )
Hipermetilagdo RADS1 2% al. 2013
Amplificacdo EMSY 8% TCGA 2011
Endometridide Mutagoes CTNNB1 38-50% gg‘{gsus 2004, Prat et al.
Catusus 2004, Prat et al.
0 s
PTEN 20% 2012
PIK3CA 20% Prat J 2012
McConechy 2011, Prat et
0, >
PPP2R1A 30% al. 2012
Wiegand 2010, Prat et al.
0 ’
ARID1A 12% 2012
Outros Deficiéncia de MMR 12-19% Pratetal. 2012
Jones et al. 2010,
Células Claras Mutagoes ARID1A 50% Wiegand et al. 2010,
Stany et al. 2011
Kuo 2009 et al. , Stany et
0, El
PIK3CA 43% al. 2011
McConechy et al. 2011
-79, ’
PPP2RIA 4-7% Stany et al. 2011
Outros Deficiéncia de MMR 10% Stany et al. 2011
. ~ Gemingnani et al. 2003
-759 >
Mucinoso Mutagdes KRAS 50-75% Mayr et al. 2006
Frumovitz et al. 2010
0, )
TP53 16% Kelemen et Kobel2011,
Anglesio et al.
Outros Amplificagdo HER2 15-18% 2012McAlpine et al.
2012,
Seroso de baixo ~ o Singer et al. 2003,
grau Mutagdes KRAS 4% Romero I et al. 2013
Singer et al. 2003
-359 )
BRAF 2-35% Romero I et al. 2013
HER? 8% Romero I et al. 2013,

Gurung et al. 2013




1.3 ESTADIAMENTO E TRATAMENTO DO CANCER DE

OVARIO

1.3.1 Estadiamento

O sistema de estadiamento mais utilizado para o cancer de ovario ¢ o da
Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO). O estagio | inclui
doenga restrita ao ovario, IA, unilateral, IB, bilateral, IC, com acometimento da
superficie ovariana, ruptura de capsula ovariana ou lavado peritoneal positivo; 11,
doenga restrita a pelve. IIA, extensao para tubas uterinas ou utero, IIB, extensao para
outros 6rgaos pélvicos ou periténio pélvico, IIC, extensao pélvica com lavado
peritoneal positivo. Il11, doenga com extensdo para cavidade peritoneal. IIIA doenga
microscopica, IIIB, doengca macroscopica menor que 2cm, IIIC, doenca
macroscopica maior que 2cm ou linfonodos comprometidos. Estagio IV com doenca
extra cavidade peritoneal, o que inclui o acometimento do parénquima hepdtico e

derrame pleural neopléasico (EDGE et al. 2010).

1.3.2 O procedimento cirdrgico no cancer de ovario

Em todos os estagios, o pilar do tratamento ¢ a cirurgia. A cirurgia para o
cancer de ovario tem papel diagnostico, de estadiamento e terapéutico. O
procedimento minimo para uma cirurgia ser considerada adequada, via de regra,
envolve: histerectomia total, salpiongo-ooforectomia bilateral, linfadenectomia
pélvica e retroperitoneal, omentectomia, bidpsias do peritonio e lavado peritoneal.
Em algumas situagdes bastante particulares pode-se optar por ndo realizar algum

desses procedimentos, como € o caso, por exemplo, das cirurgias com conservagao
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de fertilidade. Em caso de doenca pélvica e peritoneal, o objetivo da cirurgia € retirar
toda a doenga visivel, com ressec¢do de todos os implantes visiveis. Essa cirurgia ¢
denominada de citorredugdo (FADER e ROSE 2007).

A citorrredugdo pode ser classificada quanto ao volume de doenga residual
(microscépica: citorredugdo completa e macroscopica) € quanto ao momento do
tratamento. Até ha alguns anos atras a citorredugdo com doenca residual menor que
10mm era considerada o objetivo do tratamento sendo denominada citorredugdo
otima e aquelas com doenca residual maior que 10mm chamadas de citorredugdo
subotima. A citorreducdo completa confere um progndstico melhor do que
citorredugdo com doenca residual macroscopica mesmo em relagdo aquelas pacientes
com doenca residual com volume menor que 10mm. Por isso hoje o termo
citorreducdo 6tima deve ser empregado para os casso que chegam a doenga residual
microscopica. Este ¢ um dos principais fatores progndsticos juntamente com estagio
e subtipo histologico da paciente, sendo o unico modificavel pelo tratamento (DU
BOIS et al. 2009; CHANG et al. 2013). Quanto ao momento da citorreducao ela
pode ser classificada como primaria quando realizada antes do tratamento de
quimioterapia, citorredu¢cdo de intervalo, quando ¢ realizada imediatamente apos
alguns ciclos de quimioterapia, e secundaria quando ¢ realizada no momento da

recidiva da doenca (FADER e ROSE 2007).

1.3.3 Quimioterapia na doenca inicial
Aproximadamente 25% das pacientes sdo diagnosticadas em estagio inicial
(estagios I a IIA). Nesses casos, o tratamento apos a cirurgia ¢ realizado com

quimioterapia baseada em platina por 4 a 6 ciclos nas pacientes com estagio IC em
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diante e grau 3. A indicagdo de quimioterapia ¢ controversa nos estagio IB e G2 e
para pacientes com tumores de células claras e mucinosos estagio IA e¢ IB. O
diagnéstico de tumores mucinoso e de células claras era critério de elegibilidade para
o estudo de fase IIl, o qualdemonstrou o beneficio da quimioterapia adjuvante.
Entretanto, analises posteriores mostraram que esses subtipos histologicos quando
nos estagios IA e IB t€ém um bom progndstico (TRIMBOS et al. 2003). Ha pelo
menos um estudo avaliando diretamente o niimero de ciclos de quimioterapia
necessarios que mostrou que 6 ciclos sdo melhores que 3 ciclos, especialmente nos
carcinomas serosos de ovario (CHAN et al. 2010). Essas pacientes tem um
prognoéstico de bom a moderado de acordo com os fatores risco como a idade da
paciente, grau histologico e estdgio da doenca. Além disso, as pacientes,também
apresentam uma sobrevida livre de progressdo em 5 anos de 62%-88% e sobrevida

global em 5 anos de 75-88% (CHAN et al. 2008; PARK et al. 2012).

1.3.4 Quimioterapia na doenca avancada

Aproximadamente 75% das pacientes sdo diagnosticadas com doenga
avancada (estagio IIB a IV). Nesses casos o tratamento apos citorredugdo ¢
quimioterapia baseada em platina. O esquema de quimioterapia tradicionalmente
realizado apods a cirurgia ¢ a associacdo de carboplatina com paclitaxel que se
mostrou superior aos esquemas anteriores de combinagdes de platina com agentes
alquilantes como a ciclofosfamida (MCGUIRE et al. 1996; PICCART et al. 2000) e
tdo eficazes quanto e menos toxicos que a combinagdo de cisplatina e paclitaxel
(OZOLS et al. 2003; DU BOIS et al. 2003). Ha evidéncias de outras combinacdes de

platina tdo eficazes como esta que podem ser uma opg¢ao alternativa de tratamento
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principalmente levando-se em consideragao o perfil de efeitos adversos. Estas outras
drogas que podem ser combinadas com a carboplatina s3o o docetaxel ou
doxorrubicina lipossomal, ao invés do paclitaxel (VASEY et al. 2004; PIGNATA et
al. 2011).

Apesar do uso da quimioterapia, o progndstico das pacientes com doenga
avangada € ruim, especialmente para pacientes com estadio IIIC e IV com sobrevida
global em 5 anos de acordo com estagio: I1IB - 70,2%, IIC — 64,1%, IITA — 52%, I1IB
—45,2%, I1IC — 32,1% elV — 15,3% (EDGE et al. 2010).

H4 ao menos 3 alternativas de tratamento para pacientes com doenga
avancada com resultados em estudos de fase III melhores que a combinagdo de
carboplatina e paclitaxel: o esquema de carboplatina e paclitaxel em dose densa
KATSUMATA et al. (2009), KATSUMATA et al. (2013) a associagdo de
bevacizumabe as duas drogas BURGER et al. (2011), PERREN et al. (2011) ¢ a
quimioterapia intraperitoneal (ALBERTS et al. 1996; MARKMAN et al. 2001;
ARMSTRONG et al. 2006; TEWARI et al. 2015). Os estudos de fase IIl mais
recentes tentaram comparar as diferentes combinacdes dessas trés opgdes de
tratamento e ndo mostraram até o momento beneficio de uma em relagdo a outra,
permanecendo as trés opgdes, carboplatina e paclitaxel dose densa, quimioterapia
intraperitoneal ou associa¢dao de bevacizumabe a quimioterapia, como possibilidades

de tratamento padrao (CHAN et al. 2016).

1.3.5 Doenca Recidivada
A doenga recidivada pode ser dividida em trés cenarios de acordo com o

intervalo livre de platina, definido como o tempo entre a ultima aplicagdo de
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quimioterapia com platina e a recidiva da doenga. Caso a recidiva ocorra em menos
de 6 meses a doenca ¢ considerada platina resistente/refrataria. A doenga refrataria é
considerada quando a progressao ocorre durante o tratamento (10% dos casos),
resistente caso ocorra apds o término do tratamento (30% dos casos); platina sensivel
caso ocorra apds 12 meses e com sensibilidade intermedidria a platina caso ocorra
entre 6 ¢ 12 meses (50-55% dos casos com sensibilidade intermediaria ou completa).
Quanto menor esse intervalo, menor a taxa de resposta ao re-tratamento com um
esquema com platina, sendo esperadas taxas de resposta de 0% para platina
refrataria, 10% para platina resistente, 30-40% para sensibilidade intermediaria e

superior a 60% para platina sensivel (COLOMBO et al. 2014).

A) Doenca platina sensivel e com sensibilidade intermediaria

Nas pacientes com recidiva platina sensivel uma opg¢do a ser discutida ¢ a
citorreducdo de intervalo. Nao ha evidéncia baseada em estudo de fase III sobre o seu
beneficio. Apesar disso, esta ¢ uma op¢do que pode ser considerada em pacientes
selecionadas (AL RAWAHI et al. 2013).

A quimioterapia ¢ otratamento fundamental neste cenario e tem intuito
paliativo. A combina¢do de mais de um agente quimioterdpico ¢ melhor que a
monoterapia. As opcdes aceitaveis sdo (1) a re-exposi¢ao ao esquema de carboplatina
e paclitaxel, (2) variagdes deste esquema com uso de cisplatina ao invés de
carboplatina ou de docetaxel no lugar de paclitaxel, ou (3) outros esquemas com

platina que pode ser combinada com gencitabina ou doxorrubicina lipossomal. Nao

ha diferenca na sobrevida global com nenhum destes esquemas e a escolha depende
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do perfil de efeitos adversos desejado e da tolerancia da paciente (AL RAWAHI et
al. 2013; ELIT e HIRTE et al. 2013).

Mais recentemente alternativas que levam a uma melhor sobrevida livre de
progressdo para essas pacientes incluem o uso de agentes anti-angiogé€nicos como
bevacizumabe ¢ pazopanibe em combinagdo com a quimioterapia e/ou manutengao
apos a quimioterapia (AGHAJANIAN et al. 2012, 2015; MONK et al. 2013), bem
como o uso de inibidores de PARP como tratamento de manuten¢do apos a
quimioterapia (LEDERMANN et al. 2012; OZA et al. 2013; LEDERMANN et al.

2014; COLEMAN et al. 2015; MATULONIS et al. 2016).

B) Doenca platina resistente

Pacientes com doenga platina resistente t€m um prognostico ruim, com uma
sobrevida global mediana em torno de 1 ano e taxas de resposta & quimioterapia em
torno de 10%. Para essas pacientes o tratamento paliativo deve ser feito com
monoquimioterapia, sendo opgdes de tratamentoo uso de gencitabina, doxorrubicina
lipossomal, topotecano e paclitaxel semanal (COLOMBO et al. 2014). Um
alternativa descrita ¢ o acréscimo do bevacizumabe a quimioterapia, o qual revelou
um aumento da taxa de resposta ¢ da sobrevida livre de progressdo (PUJADE-
LAURAINE et al. 2014; POVEDA et al. 2015).

Em pacientes com recidiva platina resistente nao ha evidéncia do beneficioda
reexposicao a platina (LORTHOLARY et al. 2012), porém alguns estudos sugerem

que um subconjunto de pacientes pode se beneficiar do acréscimo de platina
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especialmente apds um tempo em tratamento com esquemas sem platina

(KAVANAGH et al. 1995; SEE et al. 2005).

1.4 CANCER DE OVARIO HEREDITARIO

Aproximadamente 10 a 15% dos canceres de ovario epiteliais sao hereditéarios
e ocorrem em pacientes com mutagdes germinativas em genes de alta penetrancia. A
principal sindrome hereditaria relacionada ao cancer de ovario ¢ a sindrome de
cancer de mama e ovario hereditario (HBOC, do inglés Hereditary Breast and Ovary
Cancer), que ocorre pelas mutacdes germinativas em genes de reparo a danos no
DNA da via da recombinacdo homoéloga (HR), BRCA1 e BRCA2 (LYNCH et al.
1971; NAROD et al. 1991; MIKI et al. 1994; FORD et al. 1998; de PAUW et al.
2012; NAKONECHNY et al. 2016).

A segunda sindrome hereditdria reconhecida ¢ a Sindrome de Lynch
identificada em 1% das pacientes com cancer de ovario. Mutacdes germinativas mais
raras, responsaveis por menos de 1% dos canceres de ovario, ocorrem em outros
genes relacionados ao reparo do DNA: mutacdes do RAD51C, RAD51D BARD1,
BRIP1, MRE11A, NBN, RAD50 e FANCN/PALB2 (de PAUW et al. 2012;

STECKLEIN e JENSEN 2012; NAKONECHNY et al. 2016).
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1.4.1 Sindrome de cAncer mama-ovario hereditario

A) Caracteristicas clinicas

As mutagdes germinativas nos genes BRCAL1 ou BRCA2 estdo presentes em
menos de 10% das pacientes com cancer de mama e 10 a 15% dos casos de cancer de
ovario (TCGA 2011).

Os canceres de ovario relacionados as mutagdes do BRCA ocorrem em
mulheres mais jovens, com uma idade mediana ao diagndstico de 49 a 53 anos para
BRCA1 e 55 a 58 anos para o BRCAZ2, contra 63 anos na populagdo geral (MEIJERS-
HEIJBOER et al. 2000; MIESFELDT et al. 2013). A presenga destas mutagdes esta
associada a um melhor prognoéstico quando comparadas com pacientes que
apresentam os alelos selvagens (BOLTON et al. 2012). Os adenocarcinomas de
ovario hereditarios relacionados a mutagdes nos genes BRCA sdo morfologicamente
semelhantes aos demais. H4 uma prevaléncia maior de muta¢des germinativas do
BRCA entre os tumores serosos de alto grau, porém essas mutagdes germinativas
também foram detectadas em pacientes com adenocarcinomas endometridides, de
células claras e em subtipos mais raros como os de células transiocionais e
carcinossarcomas. A frequéncia de tumores mucinosos entre pacientes portadoras de
mutagdo parece ser menor que na populagdo geral, ainda que alguns casos ja tenham
sido detectados em pacientes com este subtipo histologico (ZHANG et al. 2011; LIU
Getal. 2012, LIU J et al. 2012; de PAUW et al. 2012; NAKONECHNY et al. 2016).

As pacientes com historia familiar e pessoal sugestiva de HBOC devem ser

encaminhadas para aconselhamento genético e discussdo da realizacdo do teste
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genético diagnoéstico. O ponto de corte para indicar a realizacao do teste nao ¢ rigido
e a discussdo com a paciente ¢ fundamental nesta decisdo. Neste cenario, dentre
varios critérios de suspeicao, o simples diagndstico de cancer epitelial de ovario em
uma paciente independente da sua histéria familiar ja4 a coloca com uma
probabilidade alta de ser portadora de mutagdes germinativas do BRCA e ¢ uma
indicagdo de realizar o teste genético (National Comprehensive Cancer Network-

NCCN 2014).

B) Diagnostico

Existem centenas de alteracdes conhecidas nos genes BRCAl e BRCA2
(CLINVAR 2016). A maioria delas ¢ do tipo mutacdo em ponto de troca de
nucleotideos do tipononsense ou dele¢des de uma sequéncia pequena de nucleotideos
que geram formas truncadas das proteinas, ou com menor frequéncia, mutagdes
missenseque geram formas inativas da proteina. Ha ainda uma parcela menor das
alteracdes que sdo rearranjos grandes,como a dele¢dao ou amplificacdo de um ou mais
éxons. A prevaléncia de rearranjos grandes em relacdo as mutagdes em ponto varia
muito nos trabalhos de acordo com o risco clinico de ser portador de mutagdes do
BRCA e da etnia estudada. Um estudo contendo um grande numero de pacientes
(aproximadamente 40 mil) detectou esses rearranjos em 9,9% das mutagdes de
BRCA1 ¢ BRCA2 na populacdo considerada de alto risco para ser portadora de
mutagdes germinativas do BRCA e em 5,9% das mutagdes na populacdo sem risco
elevado. Um segundo estudo confirmou esta frequéncia identificando rearranjos
como 6,4% das alteragdes de BRCA (EWALD et al. 2009; JUDKINS et al. 2012;

KWONG et al. 2015).
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O método para se detectar as mutagdes nestes genes de predisposicao
hereditaria varia de acordo com a populacao estudada. Pacientes com ancestrais da
familia judia Ashkenazi podem fazer um teste direcionado para as trés mutagdes em
ponto fundadoras nesse grupo. Pacientes da populagdo geral e sem mutacio
conhecida na familia fazem o sequenciamento dos produtos de amplificacdo pela
PCR de todos os éxons do BRCAL e BRCA2,regides de jungdes intron-exon e regides
reguladores do gene. A indicag¢do da pesquisa dos rearranjos ¢ controversa, podendo
ser indicada apenas para pacientes inicialmente de alto risco que ndo tem nenhuma
mutagdo em ponto detectada ou para pacientes de alto risco ja no inicio do
rastreamento junto com a pesquisa das mutacdes em ponto (PETRUCELLI et al.
1998; BALMANA et al. 2009). Para pesquisar esses grandes rearranjos ha varios
métodos disponiveis, sendo os mais comumente usados oMLPA (do inglés, multiplex
ligation-dependent probe) ou qPCR (do inglés, real-time polymerase chain reaction).
As técnicas mais modernas, como o sequenciamento de alto desempenho permitem
detectar tanto as mutagdes em ponto quanto os rearranjos genomicos (KANG et al.
2016).

Os resultados dos testes sdo classificados em verdadeiros negativos, quando a
paciente pertence a uma familia portadora de uma mutagao deletéria conhecida e que
nao foi detectada no teste da paciente; e positivo, quando ¢ detectada alguma das
varias mutagdes deletérias ou patogénicas ja bem caracterizadas. Ha ainda a
possibilidade de se detectar uma variante de significado incerto (VUS, do inglés,
variants of uncertain significance), definida como uma alteragdo da sequéncia de
pares de base, geralmente por troca de um nucleotideo, que ndo gera uma forma

truncada da proteina. Estas alteracdes sdo denominadas VUS por ndo ter sido
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estabelecida a relacdo entre a alteracdo da funcdo da proteina e do risco de

desenvolver neoplasias (LINDOR et al. 2013).

C) Penetrancia

O risco de uma portadora de mutagao deletéria de BRCA1 desenvolver cancer
de ovario até os 70anos de idade ¢ de 39 a 59%,e de BRCA2 de 16,5 a 17%. (CHEN
e PARMIGIANI 2007).Esta penetrancia ¢ influenciada por outros fatores que podem
ser ambientais/comportamentais ou outras alteragdes genéticas (CHEN e
PARMIGIANI 2007; MAVADDAT et al. 2013).

Entre os fatores ambientais/comportamentais, o risco para desenvolver cancer
de ovério em mulheres portadoras de mutacdes do BRCA ¢ diminuido pelo uso de
contraceptivo oral da mesma forma que nas ndo portadoras (NAROD 2002;
WHITTEMORE et al. 2004; MOORMAN et al. 2013). Ao contrario do que nas ndo
portadoras, NAROD et al. (2002) sugeriram que o risco de desenvolver cancer de
ovario ¢ aumentado com o aumento do nimero de gestagdes, ainda que a idade mais
avancada da mae ao nascimento do ultimo filho continue sendo um fator protetor.
Peso, altura, indice de massa corpérea ¢ mudanca do peso ndo parecem estar
associados @ mudanga de risco do desenvolvimento da doenga (KOTSOPOULOS et
al. 2012).

Entre os fatores genéticos, ndo parece haver uma relagdo gendtipo fenotipo
clara para as diversas variantes encontradas em BRCAL1 e BRCA2, da mesma forma
que ndo foram identificadas de forma clara variantes em outros genes modificadoras

de penetrancia do BRCA (PETERLONGO et al. 2015).
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D) Rastreamento e condutas redutoras de risco

As condutas a serem tomadas quando diagnosticada uma mutacdo deletéria
em uma paciente envolvem: aconselhamento genético dos familiares, exames de
rastreamento com rotina diferente das pacientes ndo portadoras, cirurgias redutoras
de risco e quimioprofilaxia (BALMANA et al. 2009; MIESFELDT et al. 2013).

O rastreamento deve ser feito para cancer de mama com auto-exame mensal a
partir dos 18 anos, ressonancia magnética e mamografia anuais iniciando entre 25 e
30 anos. A ressonancia magnética ¢ mais sensivel que a mamografia apesar de uma
menor especificidade. A associagdo dos dois métodos chega a uma sensibilidade
entre 80 e 100% (SARDANELLI et al. 2007, WARNER et al. 2008). Para o
rastreamento do cancer de ovario ndo ha nenhum método comprovadamente eficaz.
Apesar disto o NCCN (2014) recomenda o rastreamento com CA 125 e
ultrassonografia transvaginal duas vezes ao ano (http://www.nccn.org).

As cirurgias redutoras de risco sdo a mastectomia bilateral/contralateral que é
a medida preventiva mais eficaz na reducdo do risco de cancer de mama (estimada
em 90%) e a salpingo-ooforectomia bilateral, que reduz o risco de cancer de ovario e
de mama. Estes procedimentos devem ser discutidos com todas as pacientes e o
momento da indicac¢do do tratamento geralmente é ap6s os 35 anos quando o risco de

cancer de ovario e mama aumentam de forma mais significativa ou quando estiverem

com prole constituida (BALMANA et al. 2009; MIESFELDT et al. 2013).
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1.4.2 Sindrome de Lynch

A sindrome de Lynch,também conhecida como sindrome de cancer colorretal
hereditario ndo polipdide, é causada por mutacdes dos genes de reparo a danos no
DNA da via do mismatch-repair(lMMR) MLH1, MSH2, MSH6 ¢ PMS2 que ocorrem
em aproximadamente 36%, 38%, 14%, e 15% respectivamente. Uma porcentagem
ainda menor dos casos ocorre por mutacoes do EPCAM que levam a um
silenciamento epigenético do MSH2. Os pacientes com sindrome de Lynch tem um
risco aumentado de desenvolver cancer colorretal de 22 a 58% até a idade de 70 anos
e adenocarcinoma de endométrio com um riscode 30 a 60% até a idade de 70 anos.
Outros canceres para os quais a sindrome de Lynch predispde sdo o cancer gastrico,
do trato urinario, hepatobiliar, sistema nervoso central, intestino delgado e pele
(WEISSMAN et al. 2012; MIESFELDT et al. 2013; KOHLMANN et al. 2016).

Aproximadamente 2 a 4% das pacientes diagnosticadas com cancer de ovario
sdo portadoras de sindrome de Lynch. Pacientes com sindrome de Lynch tém um
risco de desenvolver cancer de ovario de 4 a 12%, com uma mediana de idade de
42,7 anos ao diagnostico. Vinte e dois porcento sdo sincronicos com o cancer de
endométrio (WEISSMAN et al. 2012; LU e DANIELS 2013). Os tumores sdao quase
sempre epiteliais, porém em torno de 5% podem ser tumores de células da granulosa
ou tumores borderline. Em uma analise de 159 tumores epiteliais a distribuigdo dos
subtipos histoldgicos foi de 32% de tumores serosos, 25% de endometrioides, 14%
de células claras, 8% mucinosos e 20% epiteliais sem especificacdo de subtipo
(CHUI et al. 2013). Outros relatos sugeriram uma prevaléncia maior de mutagdo
destes genes entre os subtipos associados a endometriose, que sdo os endometrioides

e os de células claras (CHUI et al. 2013). Ao contrario dos tipos esporadicos, a
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maioria dos tumores ¢ diagnosticado em estagios iniciais (WATSON et al. 2001).

1.4.3 Mutagcdo germinativa em outros genes associadas com o risco de

desenvolvimento do cancer de ovario

Outros genes relacionados a via da recombinagdo homologa podem levar a

uma maior predisposi¢do a desenvolver cancer de ovario. Entre eles estdo: BRIP1,

RADS1C, RAD51D, ATM, PTEN, NBN, PALB2, MRE11A. (MINION et al. 2015).

Estes genes sdo considerados de moderada penetrancia, e sdo incluidos nos painéis

de genes para suscetibilidade ao cancer de ovario por indicarem algum tipo de

mudanga de conduta em alguns casos (DESMOND et al. 2015).

Tabela 2 — Sintese das principais mutagdes germinativas relacionadas ao cancer de

ovario
Sindrome ou Mutacsio
tumores primarios raga Frequéncia Subtipo histoldgico Referéncia
. germinativa
relacionados
Epléill‘(‘;‘s‘zs N30 Risch et al. (2001), Pal
HBOC ' BRCAl 7,5-9,5% et ’ et al. (2005), Zhang et
principalmente seroso de al. (2011)
alto grau ’
E}lﬂziﬁzs N30 pisch et al. (2001), Pal
BRCA2 4,1-5,6% o ’ et al. (2005), Zhang et
principalmente seroso de al. (2011)
alto grau '
MLHL, MSH?2, Epiteliais, células da
Sindrome de Lynch ~ MSH6, PMS2 e 2a4% P 1 ’ i Daniels et al. (2013)
EPCAM granulosa e borderline
Epiteliais nio
Mama e ovério RADSIC,  RAD ) 30,2 TCHosos, Weissman et al. (2012)
51D principalmente seroso de
alto grau
Outros genes da via BARD1, BRIP1,
da anemia de PALB2,MRE11A, <1% - Walsh et al. (2011)
Fanconi NBN e RAD50
Mama CHEK2 <1% - Cybulski et al. (2004)
Sindrome de Peutz- STK11 ) Tumor de células Folkins et al. (2013)

Jegers

1-  Sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios

estromais

2- Incidéncia em familias com alta incidéncia de cancer de mama e ovario
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1.5 VIAS DE REPARO A DANOS NO DNA: IMPACTO

PROGNOSTICO E TRATAMENTO

Sao cinco as principais vias de reparo a danos no DNA. A via de reparo por
excisdo de nucleotideos (NER) atua no reparo a danos que causam a distor¢ao da
hélice do DNA e que interferem no pareamento das bases.Dessa forma, quando esses
erros nao sao reparados ocorre a interrupgao da transcrigao e a replicagdo normais. A
via do reparo por excisao de bases (BER) ¢ responsavel por corrigir pequenas
alteragdes nas bases nitrogenadas. Essas alteragdes geralmente ndo impedem a
transcrigdo ou a replicacao apesar de muitas vezes gerarem erros de codificagdo. A
via do reparo a erros de parecamento (mismatch repair, MMR) ¢ responsavel pela
corregdo de erros de pareamento das bases nitrogenadas e pequenas inser¢des ou
delecdes que ocorrem durante a replicagdo celular. As lesdes que causam quebra das
duas fitas de DNA s3o alvo dos outros dois sistemas de reparo: recombinagdo
homologa (HR) e a unido terminal nao homologa (NHEJ). A HR ocorre
preferencialmente na fase S e G2 do ciclo celular quando uma codpia idéntica da
dupla fita (cromatide irma) esta disponivel para ser usada como molde para a
correcao do erro. Este ¢ um mecanismo que predispde menos a novos erros gerados
pelo reparo do DNA. O mecanismo NHEJ ocorre na fase G1 do ciclo celular estando
associado com maior predisposi¢do a gerar novos erros (HOEIJMAKERS 2001;

LORDe ASHWORTH 2012).
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1.5.1 Viadarecombinacdo homologa (HR) / Anemia de Fanconi

A) Componentes da via

A via da recombinagdo homologa ¢ composta por trés tipos principais de
moléculas: as sensoras que detectam e sinalizam a lesdo na dupla fita do DNA; as
efetoras que executam o reparo da lesdo; e as mediadoras que facilitam a intera¢do
entre as sensoras e as efetoras. As principais proteinas sensoras sdo a ATM e ATR,
efetoras BRCA2 e RADS1 e mediadoras BRCA1 e CHK2. H4 ainda algumas
proteinas facilitadoras como a PALB2 e¢ BRIP1, Abraxas, CtIP e Rad50, que
interagem em diversos pontos da via formando complexos proteicos cujas fungdes
nao sdo completamente esclarecidas. Abaixo representamos, de forma esquematica, a
via da recombinacdo homologa com a interagdo de algumas de suas proteinas (ROY

etal. 2011; CAESTECKER eVAN DE WALLE 2013).
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Fonte: ROY et al. (2011).

Figura 1 — Esquema da via da recombinagdo homéloga.O BRCA1 e BRCA2 formam parte
de alguns complexos proteicos que atuam em diferentes momentos do reparo do DNA. O complexo
H2AX, MDC1 e RNF8 sinaliza para a ligagdo do complexo RAP80-Abraxas-BRCA1 a localizagdo do
sitio da lesdo de dupla fita do DNA para que ocorra a ligagdo do BRCA1 ao DNA. O complexo
BRCA-CtBP-CtIP se associa ao complexo MRN, composto pelas proteinas MRE11, RAD50 e NBS1,
que ¢é responsavel pela retirada das bases adjacentes ao sitio da lesdo de dupla fita. O complexo ATM-
ATR-CHK2 fosforila 0 BRCA1 no complexo BRCA1-PALB2-BRCA2 que é um complexo efetor por
meio da ativagdo do RADS51. O complexo BRCA1-BRIP1-TOPBP1 também participa do reparo do
DNA possivelmente se associando ao complexo CHKI1-ATR, porém seu papel ainda ndo esta

esclarecido
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A via da HR explica porque as mutacdes deletérias que levam a perda de
fun¢do das duas proteinas BRCA1 e BRCA2 causam fen6tipos muito semelhantes e
que se enquadram na sindrome de cancer de mama e ovario hereditario. Da mesma
forma, mutagdes mais raras como aquelas do RAD51C, BRIP1, PALB2 entre outras,
podem levar a um fenotipo semelhante ao da HBOC (ROY et al. 2011;
CAESTECKER eVAN DE WALLE 2013).

A via das proteinas relacionadas a Anemina de Fanconi tem uma grande
interacdo com a via HR. Sdo ao menos 15 proteinas descritas (FANCA, FANCB,
FANCC, FANCDI, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCIJ,
FANCL, FANCM, FANCN, FANCO, ¢ FANCdP) e algumas delas participam de
duas viasde reparo como: FANCDI/BRCA2, FANCN/PALB2, FANCJ/BRIPI ¢
FANCO/RADSIC. Oito dessas proteinas formam o complexo central FA que ativa a
FANCD?2, a proteina efetora da via, que se desloca para formar focos subnucleares
nos locais de lesio de DNA onde interage com as outras proteinas da via da HR

(D'ANDREA 2013).

B) AlteracGes relacionadas ao cancer de ovario

O trabalho do TCGA publicado em 2011 relata alteragdes relacionadas a via
da HR em 51% dos casos estudados de carcinomas serosos de alto grau. Entre elas
foram identificadas mutacdes germinativas no BRCAl e BRCA2 em
aproximadamente 17% dos casos, muta¢des somaticas do BRCAL ¢ BRCA2 em 4%,
silenciamento epigenético do BRCALl em 12%. Outras alteragdes em genes que
fazem parte da via da HR também foram encontradas: hipermetilagio do RAD51C

(3% dos casos), mutacdo do ATM ou ATR (2%) e de genes relacionados a anemia de
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Fanconi (5%). Além disso, alteragdes de duas proteinas que ndo participam
diretamente da via, mas sdo relacionadas a HR também foram detectadas:
amplificagdo do EMSY (8), o qual codifica uma proteina que inibe a expressdo da
proteina BRCA2 e dele¢ao ou mutagdo do PTEN(7%), o qual tem fung¢do de regular a

transcri¢do do RAD51 (TCGA 2011).

C) Mutacbes germinativas do BRCAL e BRCA2

Dados em literatura demonstram que pacientes portadoras de mutagdes
germinativas deBRCA1 e BRCA2 com o diagnéstico de cancer de ovario tem um
melhor progndstico que as ndo portadoras e maior sensibilidade ao tratamento com
platina (BOLTON et al. 2012; MCLAUGHLIN et al. 2013).

TAN et al. (2008) mostraram uma taxa deresposta de 95,5% contra 59,0% na
primeira linha de tratamento baseado em platina e de 91,7% contra 40,9% na
primeira recidiva platina sensivel para pacientes portadoras de mutagdes
germinativas do BRCA quando comparadas com nao portadoras (TAN et al. 2008).
ALSORP et al. (2012) mostraram que pacientes portadoras de mutagdes do BRCA com
recidivas precoces em menos de 6 meses apds o tratamento inicial com platina
(consideradas como platina resistentes) apresentaram uma taxa de resposta de 80%
quando re-tratadas com platina; essa propor¢do era reduzida para 43,6% nas
pacientes ndo portadoras da mutacdo. Estes resultados sugeriram que o conceito de
resisténcia a platina pode ndo se aplicar a essas pacientes, ou a0 menos, ndo no
intervalo usado para outras pacientes (ALSOP et al. 2012). Ao menos um estudo
sugere que esse beneficio existe também para a via de aplicacdo intraperitoneal

(KWA et al. 2014).



28

O maior estudo que avaliou o impacto progndstico das mutagdes germinativas
foio de BOLTON et al. (2012). Os autores fizeram uma analise combinada de
diversos estudos observacionais que haviam apresentado resultados discrepantes
devido, principalmente, a limitagdo das andlises pelo pequeno nimero de pacientes
incluidos em cada estudo. Neste estudo, foram avaliadas 3.879 mulheres com
diagnéstico de cancer de ovario, das quais 909 eram portadoras de mutagdes
germinativas do BRCA1,304 de mutagdes germinativas do BRCA2,e 2.666 mulheres
nao eram portadoras de mutagdes germinativas nestes dois genes. A sobrevida global
em 5 anos foi de 36% para as nao portadoras, 44% para as portadoras de mutagdes do
BRCA1 e 52% para as portadoras de mutacdes do BRCA2. A diferenga entre cada
grupo de portadoras de mutagdo e o grupo de ndo portadoras permaneceu associado a
um melhor progndstico mesmo apoOs ajuste para outros fatores prognosticos
conhecidos (BOLTON et al. 2012). Outros estudos confirmaram esse melhor
progndstico a médio prazo para pacientes portadoras de mutagdo em BRCAL e
BRCA2 (SYNOWIEC et al. 2015; HARTER et al. 2016). Apesar deste impacto bem
estabelecido quanto ao prognoéstico, as pacientes portadoras de mutagdo germinativa
ndo parecem manter esse beneficio em longo prazo conforme uma analise de
sobrevida em 10 anos de uma série de pacientes canadenses, sugerindo que a chance
de cura ¢ aparentemente a mesma (MCLAUGHLIN et al. 2013; KOTSOPOULOS et
al. 2016).

Pacientes portadoras de mutacdes germinativas do BRCAZ2 apresentam
caracteristicas clinicas discretamente diferentes das portadoras de mutagdo de
BRCA1 e perfis de expressdao génica distintos (GEORGE et al. 2013). Da mesma

forma, algumas séries confirmam a sugestdo da analise combinada descrita acima de
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que as pacientes com mutagdes do BRCA2 apresentam um progndstico ainda melhor
que as pacientes com mutagdes do BRCAL (LIU G et al. 2012; LIU J et al. 2012;

VENCKEN et al. 2013).

D) Mutacdes somaticas dos genes BRCAL e BRCA2

Além das mutagdes germinativas, uma parcela das pacientes apresenta
mutagdes somdticas em BRCA1 e BRCA2. Dois estudos com 53 e 28 pacientes
mostraram que 33% e 39,2% apresentavam mutagdes somaticas, respectivamente
(HENNESSY et al. 2010; DANN et al. 2012). Apesar disto uma série maior com 131
pacientes mostrou apenas 3,8% de muta¢des somaticas dos genes BRCAL ¢ BRCAZ2,
resultado este de acordo com TCGA. Segundo este estudo, foram descritas 3% de
mutagdes somaticas no grupo de todos as pacientes avaliadas o que corresponde a
aproximadamente 15% das mutagdes detectadas nos genes BRCAL eBRCA2 (TCGA
2011; MCALPINE et al. 2012). Outros estudos confirmaram esta frequéncia de
mutagdes somaticas em torno de 4 a 6% (PENNINGTON et al. 2014; MAFFICINI et
al. 2016).

A presenca das mutagdes somaticas em BRCAL ou BRCA2 ou outros genes
da recombinagdo homologa assim como das mutagdes germinativas nestes genes leva
a um melhor prognostico quando comparado com os pacientes com tumores nao
mutados nos primeiros 5 anos do diagnostico (PENNINGTON et al. 2014). ALSOP
et al. (2012) relataram ainda que entre 16 mulheres que mantinham resposta ao
tratamento com platina apoOs a terceira linha de tratamento, foi detectada mutacdo

somatica em quatro delas (25%). Estes dados sugeriram uma prevaléncia maior de
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mutagdes somaticas entre as pacientes muito sensiveis ao tratamento com platina

(ALSOP et al. 2012).

E) Silenciamento epigenético do BRCA1 e BRCA2

O silenciamento epigenético do BRCAL ¢ descrito em 10-15% dos casos dos
tumores serosos de alto grau, e apesar de estudos pré-clinicos sugerirem o mesmo
impacto favoravel desta alteracdo que as mutagdes germinativas (STEFANSSON et
al. 2012), dois estudos clinicos incluindo o TCGA mostraram que pacientes com
silenciamento epigenético do BRCALl apresentam um pior progndstico que as
pacientes nao portadoras de mutacdes ou que aquelas portadoras de mutagdes
germinativas (CHIANG et al. 2006; TCGA 2011; DONG et al. 2016). Os dados em
pacientes com cancer de mama também sugerem que o silenciamento epigenético
confere um pior prognoéstico (GUO et al. 2015).Uma andlise do perfil de expressao
das vias da PI3K-Akt e do p53 corrobora a diferenga entre o impacto das mutacdes
germinativas e do silenciamento epigenético feita em pacientes com cancer de
ovario. Este estudo mostrou trés perfis diferentes, um para as pacientes com
mutagdes germinativas, outro para pacientes com silenciamento epigenético e outro

para pacientes sem nenhum tipo de alteragdo doBRCA (PRESS et al. 2008).
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F) Expressao da proteina BRCAL por imunoistoquimica

Uma tentativa de encontrar um marcador que agregasse as informagdes de
todas as alteragcdes descritas, mutagcdes germinativas, somaticas e silenciamento
epigenético, seria avaliar um ponto potencialmente modificado pelas trés alteragdes
que ¢ a expressao proteica de BRCA.

A avaliag¢do da expressdo da proteinaBRCA1 por imunoistoquimica foi feita
em diversos trabalhos, a maioria deles classificou os tumores como negativo/perda
de expressdo ou positivo/intacto/expressdo mantida a partir de um ponto de corte de
10% das células com marcacao nuclear. Com este critério, o resultado negativo/perda
de expressdo mostrou uma boa sensibilidade para indicar a presenca das mutagdes
germinativas do BRCA1, com um valor preditivo negativo entre 93 e 100% em dois
estudos (SKYTTE et al. 2011; GARG et al. 2013; MEISEL et al. 2014). GARG et al.
(2013) também mostraram uma associagao, embora com valor preditivo negativo ndo
tdo alto, com resultados de mutacdes somadticas e silenciamento epignético do
BRCA1 (GARG et al. 2013).

A perda de expressdo de BRCA1 se mostrou relacionada com um melhor
prognodstico com uma sobrevida global mediana de 62x45 meses (THRALL et al.
2006; SWISHER et al. 2009; GAN et al. 2013; HIORTKJAR et al. 2016), e uma
maior sensibilidade aotratamento com platina em monoterapia com uma taxa de
resposta de 68,5x46,8% (CARSER et al. 2011). Uma andlise retrospectiva de um dos
estudos fase III de quimioterapia intraperitoneal mostrou que a perda de expressao de
BRCA ¢ capaz de predizer um maior beneficio da via de administracdo da platina

intraperitoneal em relacdo a via venosa (LESNOCK et al. 2013).



32

1.5.2 Inibidores de PARP

A identificagdo das pacientes com deficiéncia da via da HR se faz mais
importante a partir do momento em que ha drogas alvo com agao seletiva neste grupo
de pacientes.

A poli ADP ribose polimerase (PARP) é uma enzima parte do sistema de
reparo por excisdo de bases (BER) responsavel pelo reparo de lesdes de uma fita de
DNA. Células com deficiéncia da via da HR tem reparo ineficaz das lesdes de dupla
fita de DNA. Quando um dos sistemas (HR ou BER) ¢ afetado de forma isolada ndo
ocorre a morte celular porém, se em uma célula que ja apresenta deficiéncia de um
desses sistemas o outro for bloqueado, ¢ gerada uma instabilidade genética grande
que pode levar a apoptose. Esse conceito ¢ denominado de letalidade sintética. Os
inibidores de PARP (PARPi) sdo drogas alvos para as quais as células com
deficiéncia da HR apresentam alta sensibilidade. Ha pelo menos quatro hipdteses
para esta agdo seletiva dos PARPi: (1) a inibigdo das PARP bloqueia a agao do BER
0 que leva a um acumulo de lesdes de dupla fita de DNA; nas células com
deficiéncia da HR leva a morte celular; (2) os PARPi levam a um aprisionamento de
PARPI nos sitios de lesdo de dupla fita o que impede o acesso de outras proteinas de
reparo; (3) falha para iniciar a ativagao da via da HR por um mecanismo dependente
de PARP; e (4) a ativacdo da via da NHEJinduz o aparecimento de outros erros no
DNA ap6s o reparo (DE LORENZO et al. 2013; REINBOLT e HYS 2013).

O olaparibe ¢ a droga sobre a qual existem mais relatos em literatura. Um
estudo de fase II com 63 pacientes previamente tratadas com quimioterapia
encontrou uma taxa de resposta de 41% em pacientes com mutagdo germinativa do

BRCA1 ou BRCA2¢ 24% naquelas sem mutagdo (GELMON et al. 2011). Um
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segundo estudo de fase II comparando olaparibe com doxorrubicina lipossomal em
pacientes portadoras de mutagdes germinativas do BRCAL1 ou BRCA2 com recidiva
com intervalo livre de platina menor que 12 meses mostrou uma taxa de resposta de
31x18% que nao foi estatisticamente significativa. Apesar de ndo mostrar
superioridade em relagdo a um tratamento quimioterapico, este estudo mostrou
atividade ndo desprezivel neste cenario de doenca politratada onde 66% da pacientes
tinham recebido trés ou mais tratamentos quimioterdpicos prévios (KAYE et al.
2012; DOMCHEK et al 2016). Dois estudos de fase Il randomizados no cenario de
manuten¢do pds tratamento de quimioterapia em pacientes com doenga platina
sensivel mostraram um ganho de sobrevida livre de progressdio (LEDERMANN et al.
2012; OZA et al. 2015). LEDERMANN et al. (2014) mostraram o beneficiona
populacdo nao selecionada com sobrevida livre de progressao mediana de 8,4 versus
4,8 meses (p < 0,0001, HR 0,35). O beneficio foi mais pronunciado no grupo de
pacientes com mutagdes germinativas ou somaticas do BRCA1 ou BRCA2 com
sobrevida livre de progressdo medianade 11,2 versus 4,3 meses (p<0,0001, HR =
0,18) (LEDERMANN et al. 2014). Em uma analise posthoc ndo planejada excluindo
as pacientes que sofreram crossover da analise, houve ganho de sobrevida global
para as pacientes tratadas com olaparibe (MATULONIS et al. 2016). Baseado neste
estudo o olaparibe foi aprovado para uso no cendrio de doencga platina sensivel na
Europa para pacientes com mutacdes germinativas ou somaticas do BRCA1 ou
BRCA2 .

Curiosamente neste mesmo estudo a analise da populagdo de pacientes sem
mutacdo de BRCA mostrou um beneficio dos inibidores de PARP, com uma

sobrevida livre de progressao mediana de 7,4 versus 5,5 meses (p=0,0075, HR 0,54)
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(LEDERMANN et al. 2012). Este achado levanta a hipétese de que haja um grupo de
pacientes sem mutacdo de BRCA que apresenta sensibilidade aos inibidores de PARP
por outro mecanismo. Esta informa¢do vem de encontro ao conhecimento de que as
alteracdes da via da recombinagdo homoéloga estdo presentes em aproximadamente
50% das pacientes com carcinoma de ovario (TCGA 2011).

Hoje uma das perguntas mais urgentes a ser respondida na pesquisa de
pacientes com cancer de ovario ¢ como identificar essas pacientes sem mutagdo de
BRCA que tem deficiéncia da via da recombinagdo homdloga e se beneficiam do

tratamento com inibidores de PARP.

153 “BRCAness”

A limitagdo de qualquer um dos métodos descritos acima na identificagdo das
pacientes com o perfil de deficiéncia da via da HR ¢ que primeiro a avaliagdo da
expressao proteica ndo apresenta uma associacao precisa das mutagdes germinativas
e somaticas e alteragdes epigenéticas do BRCA a ponto de poder substitui-las.
Segundo,a deficiéncia da via da HR pode ocorrer por mecanismos nao relacionados
diretamente ao BRCA1 ouBRCA2, mas sim as outras proteinas relacionadas a via.
Dessa forma alguns trabalhos utilizando metodologias distintas vém tentando
detectar um marcador de deficiéncia da via da HR que abrangeria todas as alteragdes
relacionadas com esta via. As trés principais estratégias sdo assinaturas genéticas, a
avalia¢ao da formagdo dos focos nucleares de expressdo de proteinas finais da via da
HR e o perfil de alteragdo do nimero de copias gendmicas.

As assinaturas genéticas avaliamo perfil de expressdo génica por meio da

avaliagdo dos RNA mensageiros. Ao menos trés relatos mostraram diferentes
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assinaturas genéticas capazes de diferenciar um grupo de tumores BRCA-like dentro
dos tumores esporadicos de ovario, mostrando também uma associagdo destes
tumores com maior resposta a platina, melhor sobrevida global e, em linhagens
celulares, maior resposta aos inibidores de PARP (JAZAERI et al. 2002;
KONSTANTINOPOULOS et al. 2010; PRADHAN et al. 2010; KANG et al. 2012).

Uma alternativa para detec¢do dos tumores com deficiéncia da via da
recombinagdo homologa seria detectar alteragcdes nos componentes finais da via da
HR. GRAESER et al. (2010) avaliaram tumores de mama para determinar a presenga
de focos nucleares de RADS51 em células em proliferagdo, identificadas pela
expressdo de geminina. Os autores encontraram uma relacdo entre a perda de
formagao dos focos de RADS1 e caracteristicas de perda da fungdo da via da HR
(GRAESER et al. 2010). DUAN et al. (2013) avaliaram, a formacdo de focos
nucleares de FANCD2 nas células em proliferacio de tumores de mama e
encontraram uma associacdo entre a perda de formagdo desses nucleos e a
deficiéncia da via da HR.

Uma marca dos defeitos da HR ¢ a grande instabilidade genética com muitas
alteracdes do numero de coépias do DNA. Baseado neste fato alguns estudos
mostraram a associacdo de padrdes de alteragcdo do ntimero de copias e perda de
heterozigose com a deficiéncia da via da recombinagdo homodloga. Este perfil de
alteragdes estruturais ¢ conhecido como cicatriz genomica (WATKINS et al. 2014;
LEDERMANN et al. 2016; LORD e ASHWORTH 2016).

Os estudos iniciais utilizaram Hibridagdo Genomica Comparativa baseada em
arrays (@CGH), com a presen¢a de deficiéncia da via da HR em tumores de mama

(LIPS et al. 2013; SCHOUTEN et al. 2013). No estudo do TCGA de tumores de
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ovario, as alteracdoes do numero de copias gendmicas se mostraram mais frequentes
que as mutagdes em ponto, porém nao houve diferenca do perfil global de alteragdo
do niimero de copias entre tumores com mutacdo do BRCA e tumores sem a mutagao
(TCGA 2011). Apesar disto, outros dois estudos utilizando métodos distintos fizeram
avaliagdes de subgrupos especificos de alteracdes do numero de copias ¢ um deles
encontrou uma associacdo entre alteragdes do BRCA e uma maior propor¢do de
perdas em relagdo aos ganhos genomicos (KAMIENIAK et al. 2013).

O segundo estudo, em uma coorte de paciente com cancer de mama avaliou
por SNP array os padrdes de perda de heterozigose dos tumores e encontrou uma
associagdo entre as alteragoes do BRCA e de outros genes relacionados a via da HR
(como RAD51C e PTEN) (ABKEVICH et al. 2012). Os autores denominaram
deescore LOH (cnLOH+L) o ntmero de perdas de heterozigose de tamanho
intermediario maiores que 15 Mbp e menores que um cromossomo que (ABKEVICH
et al. 2012). Usando o ponto de corte de 10 LOH o estudo foi capaz de ter uma
sensibilidade de 90% para detectar as pacientes com mutacdo de BRCA1 ou BRCAZ2.
Recentemente, foi confirmado o papel do escore cnLOH+L na identificagdo de um
grupo de pacientes com cancer de mama com maior taxa de resposta a quimioterapia
baseada em cisplatina (TELLI et al. 2015).

Seguindo o mesmo conceito para identificar padrdes especificos de alteragdes
do numero de copias foram desenvolvidos outros escores. O Escore de desequilibrio
alélico telomérico (telomeric allelic imbalance score - TAI) avalia a quantidade de
regides de desequilibrio alélico, seja por perda de heterozigose sem alteracdo de
numero de copias (cnLOH), seja por delecdes, seja por ganhos, que se estendem da

regido da quebra da dupla fita de DNA até o teldomero. Quanto maior o nimero de
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regides subteloméricas de desequilibrio alélico desse tipo, maior a sensibilidade ao
tratamento com platina (BIRKBAK et al. 2012).

Também em pacientes com cancer de mama foi desenvolvido um terceiro
método chamado de escore de Transigdo de Larga Escala (Large Scale Transition —
LST) baseado no numero de pontos de quebra de DNA entre segmentos de no
minimo 10Mbp, o qual se mostrou associado a presenga de mutagdes nos genes
BRCAL ¢eBRCA2 (POPOVA et al. 2012).

Um quarto escore utiliza uma combinacdo dos 3 escores anteriores
(cnLOH+L, TAI e LST) mostrando que o escore combinado permite uma
sensibilidade maior para detec¢do da deficiéncia da via da recombina¢do homdloga
(TIMMS et al. 2014; MARQUARD et al. 2015).

Devido a alta prevaléncia e heterogeneidade de alteracdes da via da
recombinagdo homologa em pacientes com cancer de ovario e o potencial terapéutico
a ser explorado em fungdo dessas alteragcdes se faz urgente a identificacdo e a
padronizagdo de um marcador capaz de identificar os tumores com deficiéncia dessa

via.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Caracterizar uma coorte de pacientes com carcinoma de ovario quanto a
deficiéncia da via da recombina¢do homoéloga utilizando escores calculados a partir

das alteragdes do numero de copias gendmicas e de perdas de heterozigose.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1 Avaliar a associagdo entre os escores de deficiéncia da via de recombinagao
homologa e a resposta ao tratamento com quimioterapia baseada em platina
em pacientes com recidiva de doenca platina resistentes;

2 Avaliar a associagdo entre as caracteristicas clinicas e patoldgicas e os escores
de deficiéncia de via da recombinagdao homologa;

3 Avaliar a associacao entre as caracteristicas clinicas e patoldgicas e a resposta
ao tratamento com quimioterapia baseada em platina em pacientes com

recidiva de doenca platina resistentes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES

Foram avaliados retrospectivamente os dados de 31 pacientes com
diagnostico de carcinoma de ovario com recidiva platina resistente que foram re-
expostas ao tratamento com quimioterapia baseada em platina. Todas as pacientes
foram tratadas no A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2005 a 2014. As
pacientes foram identificadas no banco de dados eletronico do A.C.Camargo Cancer
Center por meio de uma busca pelo codigo internacional da doenca (CID) C56 e
diagnostico histologico de carcinoma de ovario.

Os dados clinicos foram coletados dos registros em prontuario médico
eletronico, empregando ficha de coleta de dados elaborada especificamente para este
estudo (Anexo 2). Dentre essas pacientes foram identificadas aquelas que
apresentaram recidiva platina resistente e que receberam tratamento com
quimioterapia baseada em platina. Recidiva de doenca platina resistente foi definida
com uma recidiva que ocorreu em menos de 6 meses apds o Ultimo tratamento com
quimioterapia baseada em platina. Em uma mesma paciente as recidivas que
ocorreram apods esta primeira recidiva platina resistente foram também consideradas

como recidivas platina resistentes.
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3.1.1 Critérios de Incluséo

o Pacientes com diagndstico de carcinoma de ovario tratadas no A.C.Camargo
Cancer Center, Sao Paulo, SP no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de
2014 com recidiva platina resistente e tratadas com quimioterapia baseada em

platina.

3.1.2 Critérios de Excluséo

o Pacientes com diagndstico de carcinoma mucinoso de ovario.

o Pacientes sem dados registrados em prontudrio sobre a avaliagdo da resposta
ao tratamento de reexposicdo a quimioterapia baseada em platina no cenario

da recidiva platina resistente.

3.2 DADOS CLINICOS E DESFECHOS

Os seguintes dados clinicos foram coletados referentes ao momento do
tratamento de reexposi¢do a platina no cendrio platina resistente: idade da paciente,
histologia do tumor, nimero de tratamentos que antecederam o tratamento de
reexposicao a platina a ser avaliado, data da ultima aplicagdo de quimioterapia com
platina antecedendo o tratamento de reexposi¢ao a platina, data de inicio do
tratamento de reexposi¢do a platina, esquema de quimioterapia de reexposi¢cdo a
platina utilizado. Foi considerada como historia familiar positiva a presenca de
histéria familiar de cancer de mama ou ovario independente do grau de parentesco ou

a presenca de histéria pessoal de cancer de mama da propria paciente. Foi
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considerada paciente com resisténcia primdria a platina quando a primeira recidiva
apods o tratamento inicial ocorreu com intervalo livre de platina menor que 6 meses.

A avaliagdo de resposta para todas as pacientes foi considerada de acordo
com a descri¢do presente em prontuario realizada pelo médico assistente da paciente.
Na rotina clinica essa avaliacdo se baseia nos aspectos clinicos, de marcadores
tumorais ¢ exames de imagem. Para as pacientes que foram submetidas a avaliagao
molecular, a avaliagdo de resposta foi revisada utilizando os dados do marcador
tumoral CA 125 ¢ os laudos de exames de imagem. Os critérios do GCIG
(“Gynecologic Cancer InterGroup”) foram utilizados para avaliar a resposta levando
em conta os critérios de RECIST 1.1 e a medida do CA125 para classificar a resposta
em resposta completa (RC), resposta parcial (RP), doenga estavel (DE) ou progressao
de doenga (PD) (RUSTIN et al. 2010). De acordo com esses critérios a resposta pelo
CA125 ao tratamento ¢ definida como uma redugdo de pelo menos 50% em relagdo
ao valor que precedeu o tratamento estando o valor inicial a0 menos 50% acima da
referéncia da normalidade. Para as pacientes que possuiam avaliagdo de resposta,
porém sem atender a todas as necessidades para categoriza-la de acordo com os
critérios descritos, a resposta foi avaliada levando-se em conta a descricdo em
prontuario de melhora ou piora clinica bem como de outros exames de imagem como
PET-CT.A resposta foi categorizada em “resposta” nos casos de resposta parcial e
resposta completa ou “ndo resposta” nos casos de doenga ou progressdo de doenga.

A sobrevida global do tratamento de reposicao a platina (SG plat) foi definida
a partir do intervalo de tempo entre a data do inicio do tratamento de reexposicao a
platina e a data do ultimo acompanhamento e considerando o evento Obito por

qualquer causa. A sobrevida global do diagnostico (SG diag) foi definida a partir do
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intervalo de tempo entre a data do diagnodstico inicial e a data do ultimo

acompanhamento e considerando o evento oobito por qualquer causa.

3.3 AVALIACAO DAS ALTERACOES GENOMICAS

ESTRUTURAIS

3.3.1 Material

Para a pesquisa das alteragdes do numero de cOpias gendmicas e perda de
heterozigose foram utilizadas amostras de neoplasia de ovario fixadas em formalina e
em blocos de parafina de 14 pacientes.

As amostras prioritariamente utilizadas foram aquelas com material coletado
no momento do diagnostico; na auséncia destas foi utilizdo material coletado em
outros momentos do tratamento.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do A.C.Camargo
Cancer Center em 03 de setembro de 2014, pelo parecer numero 776.590, sob o
numero CAAE: 33710314.0.0000.5432 (Anexo 1). Os pacientes incluidos neste

estudo assinaram termo de Consentimento Livre e Esclarecido autorizando o uso

das amostras para pesquisa.

3.3.2 Extracao de DNA

Para extragdo do DNA das amostras fixadas e em blocos de parafina foi
utilizado o kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion — Life
Technologies). O protocolo envolve os passos descritos a seguir. Desparafinizacéo:

cinco sec¢des de 10 pm de cada bloco de parafina contendo a amostra do tumor sdo
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acondicionados em um tubo de microcentrifuga de 1,5mL. Adiciona-se ImL de
xileno a 100% seguido por incubagdo por 3 minutos a 50°C. Em seguida, centrifuga-
se por 2 minutos a 14000 rpm. Descarta-se o xileno e procede-se a lavagem do
material duas vezes com 1mL de etanol a 100%. As amostras sdo secas a vacuo para
remover o etanol residual. Digestdo com proteases: Adiciona-se 100uL dedigestion
buffer e de 4uL de protease. Incubagdo por 16h a 50°C. Isolamento do acido
nucleico: Adigdo de 395ul da solu¢do contendoisolation additive e 275ul de
etanol. As amostras sdo entdo filtradas (filter cartridge). Em seguida, as amostras sdo
passadas por processos de lavagem utilizando 700uL da solucdo 1, seguida de S500uL
da solugdo 2 e 3. Digestao por nuclease e purificacdo final: Adicionam-se 10uL de
RNase A e 50uL de agua livre de nuclease a cada cartucho de filtro seguido por
incubagao a 37°C durante 30 minutos. Procede-se a lavagem com 700uL da solugdo
1 seguida pelo uso de 500uL de solugdo 2 e 3. Adiciona-se a solucdo de elui¢do ou
agua livre de nuclease pré aquecida a 95°C por 1 minuto. Centrifuga-se por 1 minuto

a 14 000 rpm.

3.3.3 Analise do perfil de alteracdo gendmicas e mutacdes utilizando a
plataforma Oncoscan(Affymetrix)

A avaliagdo das variagdes do nimero de copias genomicas (perdas e ganhos)
e cnLOH (do inglés, copy neutral Perda of heterozigosity) e de 74 mutagdes mutagao
de 9 genes foi realizada utilizando-se a plataforma Affymetrix® OncoScan
Assay.Esta plataforma utiliza a tecnologia de Molecular Inversion Probe (MIP) que
foi inicialmente desenvolvida para a genotipagem de polimorfismos de um tnico

nucleotideo (SNP), mas que posteriormente foi usada para identificar outros tipos de
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variagoes genéticas incluindo inser¢des e delegdes focais, alteracdes do numero de
copias, cnLOH, mosaicismos e, mais recentemente, para detecgdo de mutagoes.

Os resultados obtidos com o uso dessa plataforma sdo de qualidade muito boa
mesmo com DNA altamente degradado, como aquele derivado de blocos de parafina
de varias idades com menos de 100 ng de DNA no material inicial. O método de MIP
consiste na utilizacgdo de uma sonda de oligonucleotideo com sequéncias de
reconhecimento em cada extremidade da sonda que ¢ hibridizada com uma sequéncia
gendmica alvo de maneira a formar uma estrutura circular. Desta forma, as
extremidades da sonda ficam muito préximas distantes em uma Unica base
nitrogenda. Esse espaco ¢ posteriormente preenchido pela ligacdo da base
complementar ao DNA gendmico de forma que o nucleotideo ligado faz a
diferenciagdo do alelo presente. As sondas com sua sequéncia complementar
hibridizada sdo entdo liberadas do DNA gendmico e aquelas que tiveram o espago
vazio entre as extremidades preenchido de forma adequada formando um circulo
completo, sdo amplificadas utilizando-se a PCR com um iniciador universal. Cada
regido amplificada contém uma sequéncia de identifica¢do inica que é complementar
a uma sequéncia do “universal tag array”. Os amplicons s3o marcados com
fluorescéncia e as sequéncias identificadas sdo liberadas da sequéncia
gendmicautilizando tratamento com endonuclease. As sequéncias sao entdo
reconhecidas apds sua hibridizacdo no chip de sequéncias complementares (WANG
et al. 2009).

As sondas de MIP sdo utilizadas para avaliar 220.000 SNPs em todo o
genoma com resolugdo de 50 a 100 Kbp em 900 genes relacionados ao cancer ¢ em

torno de 300 Kbp nas outras regides gendmicas.
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A andlise dos dados obtidos nessa plataforma usa como referéncia de
normalidade do niimero de cdpias um banco de dados universal construido a partir
dos dados de 400 amostras de tecido normal. A porcentagem de células com
alteracdes na amostra ¢ calculada pelo algoritmo TUSCAN, uma adaptagcdo do
algoritmo ASCAT (VAN LOO et al. 2010).

Além desta plataforma permitir a avaliagdo de alteragdes estruturais, ¢é
também possivel detectar 74 mutagdes em 9 genes relacionados a carcinogénese
(BRAF, KRAS, EGFR, IDH1, IDH2, PTEN, PIK3CA, NRAS, TP53).

No presente estudo, os procedimentos foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Sinteticamente: as mostras de DNA sdo diluidas a
l6éng/mL, e o DNA quantificado utilizando-se o PicoGreen dsDNA Assay Kit
(Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, P7589). A primeira etapa
consiste na incubagdo durante toda a noite. 4,7 pl da amostra de DNA (total de 75
ng), 0,75 ul de solucdo tampao A, 1,1 ul de pool de 53 K de sondas (200amol/
pl/sonda) e 0,045 pl da Enzima A s3o misturadas na placa com 384 pequenos
recipientes em gelo. A reagdo ¢ incubada a 20°C por 4 minutos, 95°C por 5 minutos
e entdo 58°C por toda a noite. No segundo dia, 13ul de solugdo tampao A sdo
acrescentados a cada recipiente com 1,25 pl de Gapfill Enzime Mix. Entdo, 9 pl
dessa solugdo ¢ colocada em 1 a cada 2 recipientes em uma outra placa com 96
pequenos recipientes.As sondas de MIP sdo circularizadas com 4 pl de dinucleotideo
(dATP com dTTP, dCTP com dGTP) e misturadas a 58°C por 10 minutos. As ondas
ndo circularizadas e o DNA genomico s3o eliminados com adi¢do de 4 pl de solugdo
com exonuclease e incubacdo a 37°C por 15 minutos, seguido por aquecimento para

eliminar as enzimas. As sondas circularizadas sdo linearizadas com a adigdo da
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solucdo Cleavage Enzime a 37°C por 15 minutos, ¢ entdo sao submetidas a
amplificagdo com um iniciador universal por 18 ciclos a 95°C por 20 segundos, 64°C
por 40 segundos ¢ 72°C por 10 segundos. Para a reacdo de marcagdo, o produto da
amplificacdo é novamente amplificado com as sondas marcadas por 10 ciclos e entdo
submetido a clivagem pela solugdo Digestive Enzyme a 37°C por 2 horas. Para a
hibridacdo, os produtos da MIP clivados sdo misturados em um coquetel de
hibridacdo, desnaturados e hibridados no chip de 70 K Universal Tag Arrays a 39°C
por 16 horas (dois chips para cada amostra). A reagdo de hibridacdo ocorre durante a
noite e entdo os chips sdo lavados no GeneChip® Fluidics Station FS450 e marcados

pelo SAPE a 5 ng/ml (Invitrogen) para leitura (WANG et al. 2007).

\ N\
Regide Regido ‘ \
humdlugs av B homaologa ao
genoma 1 genoma 2
Posicio do SHIP

i Preenchimento da
Sonda Ilnear de MIP Sonda de MIP se liga ao DNA lacuna

,{ \r, \,\\ — LT
”~ (’J \ )

Oligo nudleotidao
L Ampificacdo e digestdo no hibridizado ao chip
Adicdo de Exonudease Ressecgdo no sitio 1 sitio de clivagem 2 durante a noite

CHIP

2

Figura 2 — Representacdo esquematica do método “Molecular Inversion Probe

(MIP). SNP = polimorfismo de tnico nucleotideo.

A leitura de cada chip gera um arquivo com dados da intensidade dos sinais
das sondas do tipo CEL que foi analisado utilizando-se o programa Affymetrix®
“Chromosome Analysis Suite (ChAS) 3.1”.A intensidade de sinal das sondas de

SNPs fornece os dados brutos de log2 ratio e da frequéncia do alelo B (BAF do



47

inglés “B allele frequency”). A partir destes dados sao calculados o nimero de copias
de cada segmento e avaliada a frequéncia de cada alelo conforme ilustra a figura
abaixo (Figura 3). Consideramos para fins de descricdo dos achados neste trabalho
como alteragdes distintas as regides de perda de heterozigose (LOH) sem perda de
numero de copias (copy neutral LOH — cnLOH) daquelas regides em que ha dele¢do
e por conta disso presenca de um unico alelo (deILOH). Para a contagem de um dos
escores, o escore cnLOH+L foram incluidas como regides a serem contadas tanto as
areas de cnLOH quanto as areas de delLOHForam utilizados como filtros para
detecgdo das alteragdes dos numeros de copias e deteccdo de heterozigose uma

extensao minima de 50 marcadores ou 400kbp.

Del  Normal Dup  cnROH Del ~ Normal Dup  cnROH
1 5 ....... m
l D - " '"m "M' M' ...... 1 U .................................... a m ................ m
) 0.66- 000000 0.5 000860 586605
o 0 — . s
=) 0.33 ( 0.5 BEHEHOG 000000
0.0 ey 900000 | 900000 900000 | 000000 1.0 - 00000 60000
1 5 .......

Fonte: Adaptado de CONLIN et al. (2010).
Figura 3 — Padrdes de frequéncia de alelo B (%B) e de diferenga entre os alelos(A-B)

que permite a avaliagdo das alteragdes estruturais do genoma. Del = deleg¢do, Dup = duplicacdo,
c¢nROH = cnLOH = perda de heterozigose com numero de cdpias inalterado.

As alteragdes dos segmentos identificadas pelo programa foram analisadas
individualmente por dois examinadores (AABAC e LCM) para exclusio de

alteracdes identificadas pelo programa que fossem atribuiveis a ruido.
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3.3.4 Calculo dos escores de deficiéncia da via da recombinagdo homdloga
Foram avaliados os seguintes escores relacionados a deficiéncia da via da
recombinagdo homologa: escore de Telomeric Allelic Imbalance (TAI) (BIRKBAK
et al. 2012), escore de perda de heterozigose(cnLOH+L) (ABKEVICH et al. 2012) e
escore de Large Scale Transition (LST) (POPOVA et al. 2012). Os escores TAI e
LST também foram avaliados na sua forma modificadapara integrarem um quarto
escore (HRD) que sintetiza a informagdo dos outros trés escores (TAI modificado
+cnLOH+L + LST modificado) (TIMMS et al. 2014). Esses escores sao definidos da

seguinte forma:

o TAI: quantidade de segmentos com desequilibrio dos alelos que se estende da
regido subtelomérica por uma extensdo minima de 200 sondas
(aproximadamente 1,8 Mbp) e se restringe a ndo cruzar o centromero. Desta
forma cada cromossomo pode contribuir com até 2 pontos no escore. E
considerado no escore a amplitude minima de um nimero médio de copias do
segmento de 2,5 para ganhos e 1,5 para perdas (BIRKBAK et al. 2012). Nao
ha ponto de corte descrito em literatura para definir o escore como

positivo,sendo portanto considerado como uma varidvel continua. (Figura 4).
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Normal TAlsemganhosou  TAl com delegdo TAl com ganho
perdas

Fonte: Adaptado de BIRKBAK et al. (2012).

Figura 4 - TIlustragdo de alteragdes consideradas no escore TAI -telomeric allelic

imbalance.

. TAI modificado (TAIm): difere em relagdo ao TAI apenas na extensdo
minima das alteragcdes. O minimo para ser considerado alterado neste modelo
modificado ¢ uma extensdo de 11 Mbp como proposto por TIMMS et al.
(2014).

o cnLOH+L: quantidade de regides de cnLOH maiores que 15 Mbp porém
menores que um cromossomo inteiro. O cromossomo 17 ndo ¢ considerado
na contagem uma vez que perda de heterozigose neste cromossomo ¢ quase
universal nos carcinomas serosos de ovario. Escores maiores que 10 foram

considerados como positivos para a deficiéncia de recombinagdo homdloga

(ABKEVICH et al. 2012) (Figura 5).
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Fonte: Extraido de WATKINS et al. (2014)
Figura 5 — Ilustra¢do de altera¢des consideradas no escore cnLOH+L. cnLOH = copy

neutral Loss of heterozygozity(regides de homozigose sem altera¢cdes no numero de copias). delLOH

= Loss of heterozygozity with deletions (regides de homozigose com area de delegio)

. LST: niimero de pontos de quebra do cromossomo entre regides maiores
que 10 Mbp apds submeter os segmentos com alteracdes com extensao
menor que 3 Mbp a “smoothing”, e ndo considerando os pontos de quebra
que coincidem com o centrdmero. O brago curto e o brago longo de cada
cromossomo sdo analisados de formas independentes (Figura 6). O ponto de
corte para definicdo de deficiéncia da via da recombinacdo homdloga
depende da ploidia estimada do tumor. Para tumores considerados “quase
diploides” se considera deficiéncia da via da recombina¢do homoéloga caso
haja mais de 15 LST, para tumores “quase tetraploides” o ponto de corte ¢é

de 20 LST (POPOVA et al. 2012).

Para se estimar a ploidia do tumor de forma aproximada foi utilizado o
método descrito e validado por POPOVA et al. (2012): estima-se o numero de
cromossomos do genoma da amostra pela soma do numero de copias das regides

pericentroméricas. Genomas com mais de 60 cromossomos sdo considerados “quase



51

tetraploides” e aqueles com menos de 60 cromossomos sdo considerados ‘“quase

dipléides” (POPOVA et al. 2012, 2013b; PECUCHET et al. 2013).

LST "n---nn--n---ln---l

1 %1 — —

T T T
o 25 Mb 50 Mb 75 Mb

Fonte:Extraido de POPOVA et al. (2013Db).

Figura 6 — Ilustragdo de regido considerada como LST, apés “smoothing” dos segmentos
menores que 3 Mbp. LST = “large scale transition”, CN = nimero de copias, BK = pontos de quebra,
AD = diferenca dos alelos. Seta mais grossa indica local de ponto de qubra entre duas grandes regioes.

Setas menores indicam todos os pontos de quebra cromossomica.

o LST modificado (LSTm): difere em relagdo ao LST original por ndo definir
deficiéncia da via da recombinagdo homologa por um ponto de corte
especifico de acordo com a ploidia mas por gerar um escore modificado
ajustado por ela da seguinte forma: LSTm = LST — kP, onde P ¢ a ploidia e k
¢ a constante 15,5 determinada no estudo de TIMMS et al. (2014) como o
valor otimizado para distingdo entre os grupos de recombinacdo homodloga
deficiente e proficiente.

. HRD: média aritmética da soma dos 3 escores TAIm, cnLOH+L e

LSTmcomo proposto por TIMMS et al. (2014).
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada andlise estatistica descritiva para a caracterizagdo das amostras
com determinagdo de frequéncias, médias, medianas e medidas de dispersao central.

Para a andlise de interagdo entre varidveis categoricas foi usado o teste de
exato de Fisher. Para a comparagdo entre as medianas de varidveis continuas, como
os escores, de acordo com as categorias das varidveis categoricas, foi utilizado o teste
de Mann-Whitney.

Para avaliar a concordancia entre a classificagdo do status da via da
recombinacdo homologa pelos escores foi utilizado o coeficiente de concordancia
Kappa para os escores com ponto de corte previamente definido em literatura
(cnLOH+L e LST) e o coeficiente de Spearman para avaliar a correlagdo entre os 3
escores originais (TAIL cnLOH+L e LST) como variaveis continuas.

Curvas de Kaplan-Meier foram geradas para analise de sobrevida e o impacto
das diversas varidveis avaliadas pelo teste de log-rank.

Foi empregada a andlise multivariada para a predicdo do impacto combinado
de varidveis independentes na taxa de resposta ao tratamento com quimioterapia
baseada em platina usando-se regressao logistica. A analise multivariada foi também
utilizada para a predicdo do impacto combinado de varidveis independentes na
sobrevida usando-se o modelo de regressao de Cox com riscos proporcionais.

Foram considerados valores estatisticamente significativos aqueles com de p
< 0,05. O pacote estatisticodas analises realizadas neste estudo foi SPSS 21.0 para

Machintosh.
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4 RESULTADOS

No periodo de 2005 a 2014 foram diagnosticadas e tratadas no A.C.Camargo
Cancer Center 405 pacientes com carcinoma de ovario. Trezentos € quarenta e sete
pacientes tinham dados clinicos disponiveis. Dentre elas, 121 pacientes apresentaram
recidiva de doenca e foram classificadas como platina resistentes. No grupo de
pacientes com recidiva platina resistentes, 35 pacientes foram reexpostas ao
tratamento com quimioterapia baseada em platina, das quais quatro nao possuiam
dados sobre a resposta ao tratamento. No presente estudo, foram incluidas 31
pacientes deste grupo. As 31 pacientes tiveram seus dados clinicos analisados. Vinte
e sete amostras de DNA foram extraidas de material do tumor de 20 pacientes. Os
casos foram escolhidos para extracdo de DNA baseado na quantidade de material
biologico disponivel, sendo selecionados os casos com maior quantidade de tumor
presente nos blocos de parafina de acordo com avaliagdo por microscopia Optica das
laminas com coloracdo de hematoxilina ¢ eosina. Das 27 amostras, nove
apresentavam quantidade de DNA insuficiente para prosseguir o ensaio. Dezoito
amostras de DNA foram submetidas ao ensaio com a plataforma ONCOSCAN.
Destas, trés foram excluidas da andlise por ndo passarem nos critérios de controle de
qualidade dos dados. Permaneceram no final da analise 15 amostras de 14 pacientes

distintos (Figura 7).
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Figura 7 — Diagrama demonstrando a inclusao das pacientes no estudo.

4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

As caracteristicas clinicas das pacientes estdo apresentadas nas Tabelas 3, 4 e
5. A idade mediana das pacientes foi de 56,6 anos (P25-75 = 52,1 — 67,5 anos), sendo
10 pacientes (32,4%) acima dos 65 anos. A histologia predominante foi carcinoma
seroso de alto grau encontrada em 21 pacientes (67,0%). Dentre as outras histologias,
uma paciente apresentava um tumor misto com componente de carcinoma seroso de

alto grau e carcinoma de células claras, e uma paciente apresentava carcinoma de
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células claras. Nove pacientes tinham historia familiar de cancer de mama ou ovario
sendo que duas pacientes apresentavam histérico pessoal de cancer de mama. Essas
pacientes ndo foram submetidas a pesquisa de mutagdo germinativa de BRCAL ou
BRCA2 em nenhum momento da sua historia.

A maioria das pacientes apresentava resisténcia primdria a platina, sendo que
todas as pacientes receberam ao menos duas linhas de tratamento prévias antes da
reexposicao a platina. O intervalo livre de platina mediano foi de 7,0 meses (P25-75
= 4,8-15,4 meses), sendo que 9 pacientes (29,0%) apresentaram intervalo livre de
platina maior que 12 meses.

O esquema de reexposicdo a platina mais utilizado entre as pacientes
selecionadas foi a combinacdo de carboplatina e paclitaxel, sendo que apenas uma

paciente recebeu platina em monoterapia.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas das 31 pacientes com carcinoma de ovario

selecionadas para este estudo.

Caracteristicas Fr?\?l(J;SC'a
Total de pacientes 31 (100)
Idade < 65 anos 21 (67,0)
> 65 anos 10 (32,4)
Tipo histologico Seroso de alto grau 21 (67,0)
Endometridide 1(3,2)
Células Claras 1(3,2)
Carcinoma indiferenciado 3(9,7)
Carcinossarcoma 1(3,2)
Mistos 1(3,2)
Ioiéz‘;?;ika familiar céncer de mama ou Nio 19 (61.3)
Sim 9(29,0)
Linhas de tratamento prévias 2 11 (35,5)
3 6 (19,4)
4 5(16,1)
5 6 (19,4)
6 2 (6,5)
8 1(3,2)
Intervalo livre de platina < 12 meses 22 (71,0)
> 12 meses 9 (29,0)
Resisténcia primaria a platina Nao 12 (38,7)
Sim 19 (61,3)
Esquema de reexposicao a platina Platina +taxano 15 (48,4)
Platina +gencitabina 13 (41,9)
Platina + DLP 1(3,2)
Platina + ifosfamida 1(3,2)
Monoterapia 1(3,2)

* Considerada positiva na presen¢a dehistoria de cancer de mama ou ovario na familia, independente
do grau de parentesco,ou se a paciente apresentasse histdria pessoal de cancer de mama.




Tabela 4 — Caracteristicas clinicas individuais das 31 pacientes com carcinomas de ovario incluidas neste estudo.

Paciente |dade Histologia Hist_c’)_ria Linhas de,tr_atamento Inter\{alo Livre de Esquema de reexposicdo a platina
(anos) familiar prévias Platina (meses)
1* 70,6 HGSC Negativa 3 11,1 Cb + gencitabina + bevacizumabe
2% 62,1 HGCS Negativa 5 10,1 Cb + paclitaxel semanais
3% 67,6 UuC Positiva 2 4,5 Cb + paclitaxel
4* 66,1 ucC Positiva 2 39 Cb + gencitabina
5 64,0 HGSC Negativa 3 4.7 Cb + paclitaxel semanais
6 67,5 Cccc Positiva 2 7,0 CDDP + gencitabina
7* 68,3 HGSC Negativa 4 5,9 CDDP + gencitabina
8 56,1 Misto Negativa 2 5,5 CDDP + gencitabina
9% 43,0 HGSC Negativa 5 34 CDDP + gencitabina
10* 56,5 HGSC Negativa 4 9,7 CDDP + gencitabina
11 67,1 HGSC Negativa 2 2,3 CDDP + gencitabina
12 56,7 HGSC Negativa 4 10,3 Cb + paclitaxel semanais
13 54,5 HGSC Positiva 5 21,6 Cb + paclitaxel semanais
14 67,9 Carcinossarcoma Negativa 2 1,3 CDDP + Ifosfamida
15%* 56,3 HGSC Positiva 5 48,0 Cb + paclitaxel + bevacizumabe
16* 56,5 Endometrioide Negativa 3 0,4 Cb monoterapia
17 64,3 HGSC Negativa 2 5,1 Cb + paclitaxel
18 73,3 ucC Negativa 8 35,1 Cb + paclitaxel
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Cont/ Tabela 4

Paciente Idade Histologia Historia familiar Linhas de,tr_atamento Interv_alo Livre de Esquema de r_eexposigéo a
(anos) prévias Platina(meses) platina

19%* 46,9 HGSC Negativa 2 3,6 Cb + paclitaxel
20* 53,5 HGSC Positiva 3 19,3 Cb + gencitabina
21%* 49,5 HGSC Negativa 6 6,8 CDDP + paclitaxel
22 51,7 HGSC Negativa 5 16,5 Cb + gencitabina
23 51,5 HGSC Positiva 5 15,4 CDDP + gencitabina
24 52,2 HGSC Negativa 4 9,2 Cb + paclitaxel semanais
25% 68,0 HGSC Positiva 4 8,5 Cb + paclitaxel
26 62,7 HGSC Negativa 2 5,5 Cb +DLP
27* 53,8 HGSC Negativa 2 59 CDDP + gencitabina
28* 46,7 HGSC Positiva 2 13,5 Cb + gencitabina
29%* 54,1 HGSC Negativa 6 27,6 Cb + paclitaxel
30%* 51,7 HGSC Negativa 3 6,2 Cb + docetaxel
31 71,1 HGSC Positiva 3 17,6 Cb + paclitaxel

HGSC = carcinoma seroso de alto grau; US = carcinoma indiferenciado; CCC = carcinoma de células claras ; Cb = carboplatina; CDDP = cisplatina; DLP =
doxorrubicina lipossomal
* Pacientes para os quais a amostra do tumor foi submetida ao ensaio com ONCOSCAN
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Tabela 5 — Historia familiar detalhada das pacientes com histéria familiar positiva
para cancer de mama ou ovario ou historia pessoal de cancer de mama

) Historia pessoal de o - . ) o
Paciente . Histdria familiar detalhada de cancer (idade do diagnéstico)
cancer de mama

3* Nao Irma ovério (ni), avd materna ovario (ni)
4% Nao Tia** ovario (ni), prima** pancreas (ni)
13 Nao 2 tias paternas mama (<50 anos)
6 Sim Tia materna mama (ni)

Maie mama (65 anos), irmd mama (41 anos), tia materna mama
15* Nio

(68 anos), tia materna pancreas (54 anos)
20* Nao Prima paterna mama (ni)
23 Sim Tia materna mama (40 anos)
25% Nao Avo paterna mama (ni)
28* Nao Tia** mama
31 Nao Irma mama (62 anos), pai prostata (ni)

* Pacientes para os quais a amostra do tumor foi submetida ao ensaio com ONCOSCAN
** Sem descrigdo se lado paterno ou materno da familia

ni = Néo informado

4.2 CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS TESTADAS

Entre as 31 pacientes selecionadas para este estudo, foi possivel obter DNA
de 28 amostras pertencentes a 20 pacientes. Destas, 18 amostras foram submetidas a
analise pela plataforma OncoScan (Affymetrix). Trés amostras apresentaram
qualidade insuficiente para dar prosseguimento a andlise. Foram obtidos resultados
de qualidade em 15 amostras de 14 pacientes. Entre as pacientes com analise
molecular completa, 11 tiveram o tumor primario analisado e 4 tiveram o tumor

coletado no momento da recidiva platina resistente (Tabela 1 Anexo 4).
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43 ALTERACOES GENOMICAS

A andlise das alteragdes gendmicas e o padrido de mutacdes realizado pela
plataforma OncoScan (Affymetrix) foi realizado em 15 amostras de 14 pacientes.Foi
observado um grande nimero de alteragdes gendmicas em todos os casos analisados
e envolvendo todos 0s cromossomos.

As figuras 8 e 9 ilustram as alteracdes genomicas globais encontrados nas 15
amostras. Todos os casos analisados mostraram ¢cnLOH ou delLOH no cromossomo
17 . O braco longo do cromossomo 22 apresentou perdas ou ganhos na maioria dos
casos (Figura 10). Além destes, 13q apresentou cnLOH ou delLOH em a sua maior

extensdo em 12 dos 14 casos.
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Figura 8 - Perfil de alteragdes gendmicas detectados em 15 amostras de 14 pacientes

!.

[

com cancer de ovario. A. Ganhos (azul) e perdas (vermelho) podem ser observadas envolvendo
todos os cromossomos humanos. Nota-se que o cromossomo 18 foi o menos frequentemente
envolvido. B. cnLOH e delLOH (roxo) estdo representadas ao longo dos cromossomos humanos.
Nota-se a alta frequéncia de cnLOH no cromossomo 17. Foi utilizado o software Chromosome

Analysis Suite (ChAS, v.3.1.0) para a geracdo das imagens.
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Figura 9 - A. Altera¢do de numero de copias de todos os cromossomos em todas as

amostras estudadas. Na parte superior é indicada a numeragio dos cromossomos e a porcentagem
das amostras com alteragdes encontradas em cada segmento, cada linha horizontal refere-se a um
caso. Os ganhos gendmicos estdo representados em azul e as perdas em vermelho. B. Distribuicéo da
cnNLOH e delLOH em todo o genoma considerando todos 0s casos. Na parte superior ¢ indicada a
numeracgdo dos cromossomos e a porcentagem das amostras com alteracdes encontradas em cada
segmento, na parte inferior sio mostradas as regides de cnLOH e delLOH(amarelo) em cada uma das

amostras representadas uma em cada linha horizontal. Figura gerada usando o software Nexus (v7.5)
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Figura 10 - Representagdo esquematica dos cromossomos 17 e 22. As cnLOH estao

representadas em roxo, os ganhos em azul e as perdas em vermelho. Pode ser observado

que um significativo nimero de casos apresentou cnLOH no cromossomo 17, enquanto o cromossomo
22 apresentou um grande nimero de casos com perdas do brago longo. Foi utilizado o software

Chromosome Analysis Suite (ChAS, v.3.1.0) para a geracdo das imagens.

Os graficos mostrando o log2 ratio e a frequéncia do alelo B do genoma
completo de cada paciente estdo descritos no Anexo 5As alteracdes segmentares de
cada caso estdo descritas em Tabelas no Anexo 6.

Um caso (caso 28) teve duas amostras distintas coletadas no momento da
citorredugdo primaria e que foram submetidas ao ensaio ONCOSCAN. Uma amostra
proveniente de tumor no ovario direito (28A) e outra de tumor do ovario esquerdo

(28B). As alteracdes estruturais encontradas foram semelhantes, entretanto, algumas
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alteragdes foram distintas: a amostra 28 A apresentou ganho parcial em 2q enquanto a
amostra 28B apresentou ganho de todo o brago longo; no cromossomo 4 houve
cnLOH de todo o cromossomo na amostra 28A, enquanto na 28B o cromossomo 4
ndo apresentou esta alteracao; a amostra 28 A apresentou dois segmentos com cnLOH
no cromossomo 7 que ndo estavam presentes na amostra 28B; ganhos envolvendo
parcialmente 8p e 8q foram observados na amostra 28A enquanto em 28B foi
verificada uma regiao do cromossomo 8 envolvida em cnLOH, a amostra 28A
apresentou uma delecdo em 9p e um ganho em 9q enquanto a amostra 28B ndo
possuia estas alteracdes; ganhos envolvendo 10p e 10q foram detectados na amostra
28A enquanto em 28B foi observada uma regiao de cnLOH envolvendo este
cromossomo; a amostra 28A apresentou uma cnLOH envolvendo todo o
cromossomo 16 e a amostra 28B ndo apresentou alteragdes nesse cromossomo; a
amostra 28A apresenta uma cnLOH no cromossomo 19p e a amostra 28B ndo

apresenta alteragcdes nesse cromossomo (Figura 11).
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Figura 11 - Comparagdo das alteragdes estruturais no genoma de duas amostras de

tumor do caso 28. Na parte superior ¢ indicada a numeragio dos cromossomos € a porcentagem

das amostras com altera¢des encontradas em cada segmento. Na parte inferior sdo mostradas as
alteragdes estruturais (ganhos: azul, vermelho: perdas, cnLOH e delLOH: amarelo) na amostra 28 A na
primeira linha e 28B na segunda linha. Os segmentos com alteragdes estruturais distintas entre as

amostras estdo indicados pelas setas vermelhas.

Dez das 15 amostras analisadas eram tumores primarios obtidos antes de
qualquer tratamento quimioterdpico e cinco eram provenientes de tumores no
momento da recidiva apds tratamento com quimioterapia. O perfil de alteragdes

estruturais desses dois grupos de tumores se mostrou semelhante (Figura 12).
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Figura 12 - Comparagdo entre as alteragdes genomicas das amostras de tumores
primarios sem tratamento prévio e dos tumores coletados no momento da recidiva

apods tratamento quimioterapico A) Perfil de alteragdes de niimero de cOpias. Na parte superior
¢ indicada a numeragao dos cromossomos e a porcentagem das amostras com alteragdes encontradas
em cada segmento. Na parte inferior sdo mostradas as alteragdes estruturais (ganhos: azul, vermelho:
perdas). B) Perfil de cnLOH e delLOH. Na parte superior é indicada a numerag¢do dos cromossomos
e a porcentagem das amostras com alteragdes encontradas em cada segmento. Na parte inferior sdo

mostrados os segmentos com cnLOH e delLOH (amarelo).

Além das alteragdes genOmicas, esta plataforma também permite avaliar
mutacdes em nove genes. Foi possivel identificar mutagdes no gene NRAS (casos 28

e 29), TP53 (casos 10 e 16) e no gene PTEN (caso 10) (Tabela 6).



67

Tabela 6 - Mutagdes detectadas em cinco das 15 amostras testadas de 14 pacientes
com cancer de ovario.

Paciente Mutacdo Escore da Mutacéo Nome/Significado/banco de dados
IARC(variante nova)/
deleteria
rs121909224/

10 PTEN:p.R130%*:¢.388C>T 6,03152E+15 Patogénica/
CLINVAR'
1s28934578/

16 TP53:p.R175H:¢.524G>A 2,02837E+15 patogénica/
CLINVAR?
rs121913237 / patogénica /
CLINVAR*
1511554290/

29 NRAS:p.Q61R:c.182A>G 8,88962E+15 patogénica/
CLINVAR*

10 TP53:p.H179R:c.536A>G 2,19827E+15

28 NRAS:p.G12D:c.35G>A 5,35131E+15

1: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/7819/;

2:http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/12374/;

3: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/39648/;

4: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/13900/;

A paciente 10 apresentou além da mutagdo em PTEN descrita, perda na
regido de PTENno cromossomo 10 com nimero de cépias médio de 1,67, com perda

de heterozigose da regido.

44 PONTUACAO DOS ESCORES DE DEFICIENCIA DA VIA DA

RECOMBINACAO HOMOLOGA

Os escores foram analisados conforme descrito em Material e Métodos. A
maior parte dos tumores apresentou instabilidade genomica com alteracdes de
numero de copias e regides de cnLOH.

O numero de alteragdes contabilizado em cada cromossomo para o célculo de
cada escore assim como o resultado final de cada escore para cada paciente ¢é

apresentado nas Tabelas 7 a 10.



Tabela7 — Contagem de regides subteloméricas com alelos ndo balanceados por cromossomo para calculo do escore Telomeric Allelic
Imbalance (TAI).

ID/Cr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Total
1 2 0 2 1 2 2 1 2 0 2 2 1 1 1 1 2 0 1 1 2 1 1 1 29
2 1 2 0 2 1 1 1 1 0 0 2 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 19
3 2 2 2 2 2 2 1 2 0 2 0 2 1 1 1 2 1 2 2 2 0 1 1 33
4 1 1 1 1 2 1 1 2 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 2 0 1 1 19
7 2 1 2 2 0 2 2 0 2 1 1 1 1 0 1 1 1 2 1 1 0 1 1 26
10 1 1 1 1 1 2 1 2 0 0 2 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 20
15 1 1 1 1 1 2 1 0 1 0 0 0 1 0 1 2 1 0 0 1 0 0 0 15
16 2 2 2 1 1 1 1 2 0 1 2 1 1 0 0 2 2 2 2 2 0 1 2 30
19 0 2 2 1 1 0 1 0 2 1 2 2 1 0 0 0 0 0 2 0 1 1 0 19
20 2 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 2 0 1 1 0 12
25 1 1 0 1 1 2 2 1 1 1 2 2 1 1 1 0 1 0 2 2 1 1 1 26
27 1 1 1 2 1 1 1 2 1 0 1 2 1 1 1 0 1 1 2 0 1 1 1 24
28 2 0 1 0 2 2 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 2 2 0 1 1 21
28 2 1 1 0 2 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 2 0 1 1 18
29 2 1 0 0 0 0 2 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 2 0 1 1 0 14

ID = identificag@o da paciente; Cr = cromossomo
0 = nenhuma regido subtelomérica com alelos ndo balanceados neste cromossomo; 1 = uma regido subtelomérica com alelos ndo balanceados neste cromossomo; 2 = uma regido

subtelomérica com alelos ndo balanceados neste cromossomo
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Tabela 8 - Contagem de regides subteloméricas com alelos ndo balanceados por cromossomo para calculo do escore Telomeric Allelic
Imbalance (TAl)modificado

ID/Cr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Total
1 2 0 2 1 2 2 1 2 0 2 1 0 1 1 0 2 0 1 1 0 0 1 1 23
2 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 2 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 12
3 2 2 2 1 1 1 1 2 0 1 0 0 1 1 1 1 1 2 1 1 0 0 1 23
4 1 1 1 1 2 1 1 2 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 2 0 1 1 19
7 2 1 2 2 0 2 1 0 2 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 17
10 0 1 1 1 1 2 0 1 0 0 2 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 16
15 1 1 1 1 0 2 1 0 0 0 0 0 1 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 11
16 2 1 2 1 0 1 1 2 0 1 2 1 1 0 0 1 0 0 0 2 0 1 2 21
19 0 2 2 1 1 0 1 0 2 1 2 2 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 18
20 2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 9
25 1 0 0 1 1 1 2 1 1 0 2 2 1 0 1 0 1 0 2 1 1 1 1 21
27 1 1 1 2 1 1 0 2 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 19
28 1 0 1 0 2 2 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 2 0 1 1 17
28 1 1 1 0 2 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 2 0 1 1 16
29 2 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 8

ID = identificagdo da paciente; Cr = cromossomo
0 = nenhuma regido subtelomérica com alelos ndo balanceados neste cromossomo; 1 = uma regido subtelomérica com alelos ndo balanceados neste cromossomo; 2 = duas regides

subteloméricas com alelos ndo balanceados neste cromossomo
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Tabela 9 - Contagem de regides de perda de heterozigose (cnLOH ou L) > 15 MBp ¢ menores que 1 cromossomo para calculo do
escore de perda de heterozigose cnLOH+L

ID/Cr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Total
1 2 1 2 2 1 2 1 2 0 3 2 1 1 2 1 2 1 2 0 0 1 1 30
2 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 2 9
3 2 2 1 0 0 0 1 0 1 2 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 12
4 0 0 0 1 1 1 2 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 8
7 1 0 2 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 12
10 3 2 1 1 1 2 2 1 0 0 3 0 1 1 1 2 0 1 0 1 1 2 26
15 1 1 0 1 1 1 1 2 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 15
16 1 0 1 1 1 1 2 1 0 1 2 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 2 18
19 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 13
20 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 6
25 2 0 0 3 1 2 1 1 1 0 2 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 18
27 1 1 0 2 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 15
28 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 7
28 0 0 0 1 1 1 2 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 10
29 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 7

ID = identificacdo da paciente; Cr = cromossomo

0 = nenhuma regido de cnLOH ou delegdo neste cromossomo; 1 = uma regido regido de cnLOH ou deleg@o neste cromossomo; 2 = duas regidesde cnLOH ou deleg@o neste cromossomo
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Tabela 10 — Contagem de pontos de quebra cromossdmica entre grandes regides para calculo do escore de Large Scale transition (LST)

ID/Cr 1p 1g 2p 29 3p 3q 4p 40 5p 50 6p 69 7p 79 8 8y 9 9q 10p 10g 1lp 11g 12p 12q
1 20 1 2 3 3 0 1 1 1 1 1 1 2 0 2 0 2 1 1 1 0 1 0
2 0 1 2 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
3 0 2 0 0 1 2 1 1 0 2 1 1 1 2 0 0 0 0 1 2 1 2 1 2
4 0 2 4 2 0 1 2 2 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0
7 11 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
10 4 3 0 0 0 2 0 1 1 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1
15 0 3 0 2 2 2 1 1 0 3 1 3 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0
16 21 1 0 1 2 0 0 1 3 0 1 1 4 0 2 0 0 0 0 2 1 1 0
19 1 0 1 1 1 1 2 2 0 2 1 0 1 0 0 4 0 1 0 0 1 2 0 1
20 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0
25 30 0 0 0 0 0 3 1 1 1 1 3 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1
27 1 0 1 1 0 2 0 3 0 1 1 1 0 1 1 1 0 3 0 0 1 0 0 0
28 12 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
28 1 1 3 0 0 1 0 3 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1
29 1 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 1 0 1 0 0 0 0

ID = identificacdo da paciente; Cr = cromossomo
0 = nenhum ponto de quebra entre grandes regides neste cromossomo; 1 = ponto de quebra entre grandes regides neste cromossomo ; 2 = dois pontos de quebra entre grandes regides neste
cromossomo 3 = trés pontos de quebra entre grandes regides neste cromossomo
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Cont/ Tabela 10

ID/ N°Cr Ploidia
Cr 13g 14q 159 16p 169 7P 7q 8p 8q 9p 9q Op Oq 1q 2p 3p 3q Total estimado estimada

1 0 1 2 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 2 36 42,475 2

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 11 56,45 2

3 1 0 2 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 31 66,25 4

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 18 62,365 4

7 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 14 60,58 4

10 0 1 2 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 27 43,09 2

15 0 1 2 1 2 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 31 44,61 2

16 2 0 0 0 1 0 0 0 2 0 1 1 1 1 0 1 1 34 46,75 2

19 1 2 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 28 40,25 2

20 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 54 2

25 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 26 445 2

27 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 4 28 44,305 2

28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 68,35 4

28 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 17 59,27 2

29 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 40 2

ID = identificagdo da paciente; Cr = cromossomo

0 = nenhum ponto de quebra entre grandes regides neste cromossomo; 1 = ponto de quebra entre grandes regides neste cromossomo ; 2 = dois pontos de quebra entre grandes

regides neste cromossomo 3 = trés pontos de quebra entre grandes regides neste cromossomo
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Tabela 11 - Valor dos escores de deficiéncia de recombinagdo homoéloga por
paciente

1D TAI TAI modificado cnLOH+L LST LST modificado HRD escore
1 29 23 30 36 5 19,33
2 19 12 9 11 -20 0,33
3 33 23 12 31 -31 1,33
4 19 19 8 18 -44 -5,7
7 26 17 12 14 -48 -6,33
10 20 16 26 27 -4 12,67
15 15 11 15 31 0 8,67
16 30 21 18 34 3 14,00
19 19 18 13 28 -3 9,33
20 12 9 6 5 -26 -3,67
25 26 21 18 26 -5 11,33
27 24 19 15 28 -3 10,33
28 21 17 7 6 -47 -7,00
28 18 16 10 17 -14 4,0
29 14 8 7 10 -21 -2,00

Cada escore calculado pelo somatoria do numero de alteragdes contabilizados em cada
Cromossomo

Escore LST modificado = LST — kP, onde P ¢ a ploidia e k ¢ a constante 15,5

Escore HRD = (TAIm + cnLOH+L + LSTm)/3

O escore baseado no TAI (Telomeric Allelic Imbalance)revelou uma variagao
de 12 (caso 20) a 33 (caso 3) regides subteloméricas envolvidas em alteracdes
gendmicas nao balanceadas, com uma mediana de 19,5 (P25-75 = 17,3 a 26.8)
(Tabela 7). Em adigdo, o escore TAI modificado mostrou uma variagao de 8 (caso
29) a 23 regides nao balanceadas (casos 1 e 3), com uma mediana de 17,5 (P25-75 =
11,8 a21,0) (Tabela 11).

O escore cnLOH+L considera regides de cnLOH e delLOH de tamanhos
superiores a 15 MBp e menores que o tamanho do cromossomo inteiro excluindo o
cromossomo 17(com o maior numero de cnLOH). Esta analise revelou uma variagao

de 6 (caso 20) a 30 cnLOH+L (caso 1) com uma mediana de 12,5 (P25-75 = 8,8 a
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18,0) (Tabela 9).

O calculo do escore de Large Scale transition (LST) ¢é baseado na contagem
de pontos de quebras cromossomicos. Esta andlise resultou em uma variacdo de 5
(caso 29) a 36,0 (caso 1) pontos de quebra com uma mediana 26,0 (P25-75 = 13,25 a
31,00) (Tabela 10).

O escore LST modificado, ajustando o escore LST pela ploidia comforme a
formula LSTm = LST — kP, onde P ¢ a ploidia e k ¢ a constante 15,5, revelou uma
variagdo entre -48 (caso 7) e +5 (caso 1) com uma mediana de -9,5 (P25-75 = -27,25
a2,25) (Tabela 11).

O escore HRD, calculado pela média aritimética da soma dos escores TAIm +
cnLOH+L + LSTm, revelou uma variagdo entre -6,30 (caso 28A) e 19,33 (caso 1)
com uma mediana de 6,33 (P25-75=-2,42 a 11,66) (Tabela 11). A Tabela 11 resume
os dados de todos os escores em cada caso do estudo.

Os escores LOH e LST possuem limiares ja descritos em literatura para a
definicdo de deficiéncia da via de recombina¢ao homologa. Esses pontos de corte
sdo: 10 para o escore de cnLOH+L, e para o escore de LST de acordo com a ploidia.
A deficiéncia da via da recombinagdo homoéloga ¢ considerada quando os tumores
“quase diploides” apresentam mais de 15 LST e os tumores “quase tetraploides”
acima de 20 LST. Utilizando-se esses limiares, 10 tumores de 10 pacientes foram
classificados como tendo deficiéncia da via da recombinagdo homdloga pelo escore

HRD enquanto 9 foram classificados como deficientes pelo escore LST.
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45 CONCORDANCIA E CORRELACAO ENTRE OS ESCORES DE

DEFICIENCIA DA VIA DA RECOMBINACAO HOMOLOGA

Os escores cnLOH+L e LST foram categorizados de acordo com os limiares
descritos em literatura. Estes escores permitem a distingdo entre pacientes com
deficiéncia da via da recombinagdao homologa daqueles sem a deficiéncia da via da
recombinacdo homologa. O teste de concordancia entre estes dois escores revelou
um indice Kappa de 0,837, o que demonstrou excelente concordancia.

Para avaliar a correlagdo entre os escores como varidveis continuas
realizamos o teste de correlagdo de Spearman entre os trés escores originais TAI,
cnLOH+L e LST. A correlagdo mais forte foi observada entre os escores cnLOH+L e
LST com uma correlagao forte com coeficiente de 0,79 (p = 0,001). A correlagdo
entre cnLOH+L e TAI foi moderada com coeficiente de 0,63 (p = 0,015) e a
correlagao entre TAI e LST foi moderada com coeficiente de 0,64 (p = 0,012)

(Figura 13).
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Figura 13 - Correlagdo entre os escores. A) Escore TAI (eixo y) e escore cnLOH+L (eixo x)

B) Ecore TAI (eixo y) e escore LST (eixo x) C) Escore LST (eixo y) e escore cnLOH+L (eixo x)



4.6

AVALIACAO DE RESPOSTA
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As 14 pacientes testadas pelo SNP array tiveram a resposta ao tratamento de

reexposicao a platina reavaliada conforme descrito na Tabela 12:

Tabela 12 - Revisdo de resposta ao tratamento de reexposicao a platina das pacientes
testadas pelo método deSNP array

ID CAl125pré CA125poés CA125 Les&o pré Les&o pos Concluséo
tratmento tratmento  Confirmagéo tratamento tratamento
1 92,3 79 242 Peritonio 63mm Peritonio RP
47mm
2 2600 3004 - Espessamento Lesdo hepatica nova PD
peritoneal 24x13mm
3 1174 2229 71,5 Derrame pleural Resolucao de RP
derrame pleural*
4 258 331 - SUV Peritonio 3,0 SUV Peritonio 11,6 PD
Epiplon 1,9 Algas Epiplon 3,7 Alcas
3,0 9,45
7 - - - - Suboclusdo intestinal PD
10 4430 1887 2180 Pelve 101mm Pelve 90mm RP
15 546 81,6 60 Pré sacral 117mm Pré sacral RP
106mm
16 52,2 94,6 185 - Lesdo cerebral nova PD
19 35 18,6 0 SUV 11,0 figado  Auséncia de captagdo RC
3,2 suprarrenal 8,0 PET-CT
presacral
20 40,9 20,1 17,1 Peritonio 31mm Peritonio 26mm DE
25 - - - - Suboclusio intestinal PD
27 637 1143 - Figado 45mm Figado 54mm PD
28 102,9 32,2 - SUV pelve 4,54 Auséncia de captagio RC
PET-CT
29 115 62 31 Pleura 72mm Pleura 70mm RP

RC = resposta completa, RP = resposta parcial, DE = doenca estavel, PD = progressdao de doenga, SUV =

Standard Uptake Value, medida de captagdo da cintilografia por emissdo de positrons.

*Nao houve pleurodese ou toracocentese entre as duas avaliagdes por imagem do derrame pleural
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Sete das 14 pacientes apresentaram resposta ao tratamento de reexposi¢ao a
platina, mostrando uma taxa de resposta de 50%. Entre as 14 pacientes, quatro nao
possuiam CA125 confirmatdrio da resposta. Duas dessas pacientes (paciente 2 e 27)
tiveram sua resposta determinada pelo exame de imagem de acordo com RECIST.
As outras duas foram avaliadas por PET-CT sem descri¢do da medida das lesdes. A
paciente 4 apresentou aumento da SUV em todas as lesdes e foi considerada como
apresentando progressdo de doenca. A paciente 28 apresentou auséncia de captagdo
ao PET-CT sendo considerada como tendo resposta completa por ter apresentado
normaliza¢do do marcador na iinica medida pds tratamento.

As pacientes 7 ¢ 25 ndo tinham exames de imagem descritos no prontuario
eletronico, porém ambas apresentaram progressao de doenga clinica inequivoca apds

o tratamento de reexposi¢ao a platina com quadro de suboclusdo intestinal.

4.7 ASSOCIACAO ENTRE OS ESCORES DE DEFICIENCIA DA
VIA DA RECOMBINACAO HOMOLOGA E RESPOSTA AO

TRATAMENTO DE REEXPOSICAO A PLATINA

A associacdo entre a resposta ao tratamento e os escores foi avaliada
categorizando-os por limiares previamente estabelecidos (cnLOH+L e LST) ou pela
mediana da coorte (TAI, TAIm, LSTm e HRD). Seis de 10 pacientes com escore
cnLOH+L elevado apresentaram resposta ao tratamento enquanto uma de quatro
pacientes com escore cnLOH+L baixo apresentou resposta (p = 0,280) (Figura 14A).
Cinco de nove pacientes com escore LST elevado apresentaram resposta favoravel ao

tratamento enquanto uma de cinco pacientes com escore LST baixo apresentou



resposta (p = 0,133) (Figura 14B) (Tabela 13).
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Figura 14 - Taxa de resposta apos tratamento com reexposi¢do a platina de acordo

com a classificacdo por escore de deficiéncia de recombinagao homologa. (A)

cnLOH+L, (B) LST

Tabela 13 — Taxa de resposta a reexposic¢do a platina de acordo com pontuagdo dos
escores de deficiéncia da via da recombinagdo homologa

Escore Resposta N&o Resposta p

TAI <mediana  4/7(57,1%) 377 (42,9%) 1,000
>mediana  3/7 (42,9%) 4/17(57,1%)

TAI modificado <mediana  4/7 (57,1%) 3/7(42,9%) 1,000
>mediana 3 /7 (42,9%) 4/7(57,1%)

cnLOH+L <10  1/4(25,0%) 3/4(75,0%) 0,280
>10  6/10(60,0%) 4 /10 (40,0%)

LST <15se2Nou<20se4N  1/5(20,0%) 4/5 (80,0%) 0,266
>15se2Nou>20se4N  6/9(66,7%) 3/9(33,3%)

LST modificado <mediana 3 /7 (42,9%) 4/7(57,1%) 1,000
>mediana  4/7(57,1%) 3/7(42,9%)

HRD <mediana  3/7 (42,9%) 4/7(57,1%) 1,000
>mediana  4/7(57,1%) 377 (42,9%)

2N = proximo ao diploide; 4N = proximo ao tetraploide
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A andlise da distribui¢do da pontuagdo dos escores entre os grupos de
pacientes que responderam ao tratamento de reexposicdo a platina e as que ndo
responderam revelou valores maiores dos escores cnLOH+L, LST, LSTm ¢ HRD no
grupo de paciente respondedoras e valores maiores dos escores TAI e TAIm no
grupo de pacientes ndo respondedoras. As medianas de cada escore no grupo de
respondedoras versus nao respondedoras foram: TAI = 19,0 versus 24,0, TAIm =
16,0 versus 19,0, LOH 13 versus 12, LST = 28,0 versus 18,0, LSTm = -4,0 versus -
20,0, HRD 8,7 versus 0,33. Essas diferencgas, porém, ndo foram estatisticamente

significativas (Figura 15).
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Figura 15 - Distribuicdo dos valores dos escores de deficiéncia da via da
recombinacdo homologa de acordo com a resposta ao tratamento de reexposicao a

platina. (A) TAI (B) TAIm, (C) cnLOH+L, (D) LST, (E) LSTm ¢ (F) HRD.
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48 ASSOCIACAO ENTRE OS ESCORES DE DEFICIENCIA DA

VIA DA RECOMBINACAO HOMOLOGA E A SOBREVIDA GLOBAL

A sobrevida global a partir do inicio do tratamento de reexposi¢do a platina
na coorte inteira foi de 13,3 meses (IC 95%, 9,5 — 17,2 meses). A sobrevida global
desde o diagnostico inicial foi de 42,7 meses (IC 95%, 36,5 — 48,8 meses) (Figura

16).

iGm=1533m | SGm =427 m

Sabrevicla Glabal
Sabrevicla Global

Temps (Mmeses) Temps (Meses)

Figura 16 — Sobrevida global. (A) na reexposigdoo a platina, (B) desde o diagnéstico inicial

Nao foram observadas diferencas na sobrevida global a partir do tratamento

em estudo de acordo com os valores dos escores avaliados (Figura 17).
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49 ASSOCIACAO FATORES CLINICO PATOLOGICOS COM

ESCORES DE DEFICIENCIA DA VIA DE RECOMBINACAO

HOMOLOGA E RESPOSTA AO TRATAMENTO

Dentre os fatores clinico e patoldgicos avaliados, os fatores associados tanto a

um escore TAI quanto a um escore TAIm menores foram a idade maior que 65 anos

e o intervalo livre de platina (Figuras 18 e 19).
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Figura 18 - Distribui¢do dos escores de deficiéncia de recombinagdo homdlogade
acordo com a idade. (A) TAI, (B) TAIm, (C) cnLOH+L, (D) LST, (E) LSTm e (F) HRD.



A)
35,00~ p =0.002
30,00 T
25,00
z
20,00~ -
T
15,00~ H
P vy
10,00~
g0 100
PFl > 12 meses
)
p=0.076
30,00 aloo
25,00
20,00-
15,00~ I
10,00~
e —
5.00-
a0 1.00
PFl > 12 meses
E) p=0374
10,00
.§ -10,00- D
<
B -20000-
E o
=
A 3000~
-40,00-
~50,00-
00 1,00

PFl > 12 meses

25,00~

20,00~

10,00~

5,00~

300, 00—

F)

20,00~

10,00~

= 20,00

p = 0.004

PFl > 12 meses

p=0.188

PFl = 12 meses

p=0,106

PFl = 12 meses

84

Figura 19 - Distribui¢do dos escores de deficiéncia de recombinagdo homoéloga de

acordo com o intervalo livre de platina maior que 12 meses. (A) TAI (B) TAIm, (C)

cnLOH+L, (D) LST, (E) LSTm e (F) HRD
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Entre as 31 pacientes da coorte apenas uma apresentava um carcinoma de
células claras de ovario (caso 6), o qual era sugestivo de ndo estar relacionado a via
de recombinagdo homdloga. Entre as pacientes que foram testadas pelo SNP array
uma possuia um tumor endométrioide (caso 16) que apresentou todos os escores de
deficiéncia de recombinagdo homologo elevados e duas possuiam carcinoma
indiferenciado (caso 3 e 4), sendo uma com escores elevados a outra com escores
baixos.

O impacto das varidveis clinico-patologicas na resposta ao tratamento de
reexposicdo a platina foi avaliado em todos os 31 pacientes deste estudo. Dentre as
pacientes com histéria familiar positiva, 8 de 10 (80,0%) apresentaram resposta
favoravel ao tratamento de reexposicao a platina, enquanto nas pacientes sem historia
familiar 7 de 19 (36,8%) pacientes responderam ao tratamento (p = 0,050) (Figura
20). Dentre as pacientes com intervalo livre de platina maior que 12 meses, 07 de 09
(77,8%) apresentaram resposta favoravel ao tratamento, enquanto 09 de 22 (40,9%)
com intervalo livre de platina menor que 12 meses responderam ao tratamento (p =

0,113) (Tabela 14).
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Figura 20 - Taxa de resposta apos tratamento com reexposi¢ao a platina de acordo

com historia familiar.

Tabela 14 — Taxa de resposta a reexposigdo a platina de acordo com caracteristicas

clinicas

Caracteristica clinica

Resposta Platina

N&o Resposta

Platina

Idade

Histéria familiar

Histologia

PFI

Resisténcia primaria

N° linhas prévias

Quimioterapia

< 65 anos
> 65 anos
Negativa
Positiva
Seroso de alto
grau
Outros
< 12 meses
> 12 meses
Nao
Sim
<3
>3
Platina + taxano

Outros

11721 (52,4%)
05 /10 (50,0%)
07/19 (36,8%)
08 /10 (80,0%)

14 /25 (56,0%)

01/03 (33,3%)
09 /22 (40,9%)
07/ 09 (77,8%)
06 /12 (50,0%)
10 /19 (51,6%)
06/ 11 (54,4%)
10 /20 (50,0%)
09 /15 (53,3%)
08 / 08 (50,0%)

10721 (47,6%)
05 /10 (50,0%)
12/ 19 (63,2%)
02/10 (20,0%)

11/25 (44,0%)

02 /03 (66,7%)
13 /22 (59,1%)
02 /09 (22,2%)
06/ 12 (50,0%)
9/ 10 (48,4%)
05/ 11 (45,5%)
10 /20 (50,0%)
07/ 13 (46,7%)
08 / 08 (50,0%)

1,000

0,050

0,583

0,113

1,000

1,000

1,000
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410 COMPARACAO ENTRE OS ESCORES DE DEFICIENCIA DA
VIA DE RECOMBINACAO HOMOLOGA EM TUMORES
PRIMARIOS E RECIDIVAS E ENTRE DUAS AMOSTRAS DE UMA

MESMA PACIENTE

O escore TAI e TAIm mostraram-se mais elevados no grupo de tumores
primdrios quando comparadas as amostras com aquelas dos tumores recidivados.
Para os outros escores ndo houve diferenga estatisticamente significativa, ainda que

se note uma diferenca no valor mediano dos escores (Figura 21).
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Figura 21 - Distribui¢do dos escores de deficiéncia de recombinagdo homoéloga de

acordo com o momento de coleta das amostras. (A) TAIL (B) TAIm, (C) cnLOH+L, (D)

LST, (E) LSTm e (F) HRD
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Da mesma forma, ao categorizar os escores como elevado indicando
deficiéncia da via da recombinacdo homologa, ou baixo indicando via da
recombinacdo homologa preservada, ndo foi observada diferenca estatisticamente

significativa (Tabela 15).

Tabela 15 - Pontuagdo dos escores de deficiéncia da via da recombina¢do homologa
de acordo com momento de coleta da amostra de tumor

Escore Primario Recidiva p
TAI <mediana  3/9 (33,3%) 4/5(80,0%) 0,094
>mediana  6/9 (66,7%) 1/5(20,0%)
TAI
. <mediana  3/9 (33,3%) 4/5(80,0%) 0,094
modificado
>mediana  6/9 (66,7%) 1/5(20,0%)
cnLOH+L <10 1/9(11,1%) 3/5(60,0%) 0,052
>10  7/9(88,9%) 2 /5 (40,0%)
LST <15se2Nou<20se4N  2/9(22,2%) 3/5(60,0%) 0,158
>15se2Nou>20se4N  7/9(77,8%) 2 /5 (40,0%)
LST
. <mediana  4/9 (44,4%) 3/5(60,0%) 0,577
modificado
>mediana  5/9 (55,6%) 2 /5 (40,0%)
HRD <mediana  4/9 (44,4%) 3/5(60,0%) 0,577
>mediana  5/9 (55,6%) 2 /5 (40,0%)

2N = proximo de diploide; 4N = proximo de tetraploide

A paciente 28 possuia duas amostras de tumor primdrio coletadas antes de
qualquer tratamento, uma proveniente do ovario esquerdo e outra do ovario direito.
Ao comparar os escores entre essas duas amostras foi verificada diferenga entre as
amostras 28A e B. Foram utilizados os limiares adotados na literatura para os escores
cnLOH+L de 10 e o escore LST de 15 no caso de tumores quase dipldides e 20 para

tumores quase tetraploides. Essa diferenca implica na mudanga da classificacdo do
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tumor com deficiéncia da via da recombinacao homologa (28A) para tumor com via

da recombinagdoo homdloga preservada (28B)(Tabela 16).

Tabela 16 — Comparagdo da pontuacdo dos escores entre as duas amostras da mesma
paciente

Caso / Escore TAI TAImM cnLOH+L LST LSTm HRD
28 A 21 17 7 6 -47 -7,00
28B 18 16 10 17 -14 4.0
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5 DISCUSSAO

Os carcinomas de ovario sdo tumores com baixa frequéncia de mutagdes
recorrentes, com predominio de mutagdes em TP53 (> 95% dos carcinomas serosos
de alto grau) e mutagdes em BRCA1 e BRCA2 (em torno de 20% a 25% dos casos).
Sao caracterizados por uma alta instabilidade genomica com grande quantidade de
alteragdes do numero de copias e de regides de perda de heterozigose (TCGA 2011).
Um dos principais fatores responsaveis pela instabilidade gendmica ¢ a perda de
funcdo da via de recombinacdo homologa , com uma frequéncia estimada de 50%
dos casos de carcinoma seroso de alto grau de ovario. Esta disfungdo pode ocorrer
tanto pelas mutacdes em BRCA quanto por alteragcdes de outros genes relacionados
diretamente ou indiretamente com a via da recombina¢ao homologa (TCGA 2011).

Os inibidores de PARP s3o drogas alvo direcionadas para pacientes
portadoras de mutagdo germinativa ou somatica em BRCA (FONG et al. 2009;
KAYE et al. 2012; LEDERMANN et al. 2012, 2014; LIU et al. 2014; OZA et al.
2015; KAUFMAN et al. 2015; MATULONIS et al. 2016). Nos ultimos anos com o
desenvolvimento destes inibidores tornou-se de grande importancia a identificagdo
das pacientes negativas para a mutacdo de BRCA mas que apresentam disfuncdo da
via da recombinagdo homologa por outros mecanismos, as quais sdo também
potenciais candidatas ao tratamento com os inibidores de PARP.

Dentro deste contexto vém se buscando desenvolver biomarcadores que
sejam capazes de detectar a disfungdo da via da recombinagdo homodloga. Entre as

varias estratégias descritas em literatura, despontam as cicatrizes gendmicas, que sao
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padrdes especificos de alteragdes de nimeros de copias gendmicas e de perda de
heterozigose caracteristicos de disfungdo da via da recombinacdo homologa
(ABKEVICH et al. 2012; BIRKBAK et al. 2012; POPOVA et al. 2012; TIMMS et
al. 2014; ISAKOFF et al. 2015; MARQUARD et al. 2015; MCNEISH et al. 2015;
TELLI et al. 2015; MANIE et al. 2016).

Os estudos publicados em literatura que avaliaram as cicatrizes gendmicas
utilizaram plataformas diferentes, incluindo SNP arrays e painéis direcionados para
SNPs em plataformas de sequenciamento de alto desempenho (NGS). A maioria foi
desenvolvida com amostras de pacientes com cancer de mama (POPOVA et al. 2012;
TIMMS et al. 2014; ISAKOFF et al. 2015; MARQUARD et al. 2015; TELLI et al.
2015; MANIE et al. 2016) . Um menor niimero de relatos investigou casos com
cancer de ovario (ABKEVICH et al. 2012; BIRKBAK et al. 2012; MCNEISH et al.
2015).

No presente estudo, utilizamos o SNP array Affymetrix® OncoScan Assay
para caracterizar amostras de carcinomas de ovario de acordo com escores
relacionados a deficiéncia da via da recombinagdo homodloga. Foi avaliada a
associacdo desses escores com a resposta & quimioterapia com platina em um
contexto onde a taxa de resposta esperada seria baixa. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi identificar pacientes com taxa de resposta alta em um grupo de pacientes
com taxa de resposta esperada baixa para quimioterapia. Este ¢ um aspecto clinico
caracteristico de pacientes com deficiéncia da via da recombina¢do homologa (TAN
e KAYE 2015).

Entre as 27 amostras selecionadas com tecido disponivel para a extragdo de

DNA, 15 casos foram efetivamente analisados. Entre os fatores que contribuiram
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para a falha dos experimentos encontra-se a dificuldade na obtencdo de DNA de
qualidade e quantidade satisfatorias utilizando tecidos fixados e em blocos de
parafina. Em muitos casos, a quantidade de tumor era restrita em meio ao tecido
normal, o que dificultava a sua obtencgao.

Os principais métodos para avaliagdo de alteragdes do niimero de copias e
regides cnLOH do genoma inteiro sdo as plataformas de SNP array e de NGS. Em
relacdo aos SNP arrays, o NGS tem a potencial vantagem de fornecer também dados
de sequenciamento identificando mutagdes, mas também permitindo a avaliagdo dos
pontos de quebra das alteragdes estruturais em nivel de um par de base. Porém, a
determinagdo do niimero de copias por NGS ainda tem muitos desafios na analise
devido a variabilidade de cobertura de cada regido na dependéncia da frequéncia de
repeti¢des GC e o seu mapeamento na regidao (POPOVA et al. 2013a). Os SNP arrays
permitem abordar de maneira direta as alteragdes estruturais fornecendo os dados de
nimero de copias em cada SNP bem como a frequéncia de cada alelo (chamada de
frequéncia do alelo B). A vantagem deste método em comparagdo com o array CGH
¢ a possibilidade de avaliar a porcentagem de células da amostra que carregam a
alteracdo (POPOVA et al. 2013a). Entre os SNP arrays a plataforma ONCOSCAN
utiliza a tecnologia de molecular inversion probe (MIP) que necessita de uma
sequéncia alvo de DNA intacta de 40bp permitindo a utilizagdo de material em
parafina que apresenta DNA fragmentado. Além disso, possui uma resolucdo elevada
de 50-100 Kb para as regides de 900 oncogenes e genes supressores tumorais ¢
permite a detec¢do de 74 mutagdes patogénicas conhecidas em 9 genes
frequentemente alterados em neoplasias malignas (FOSTER et al. 2015). Em adigdo

a estes fatores, amostras fixadas em formalina e em blocos de parafina tem
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limitagdes importantes para serem utilizadas em experimentos de NGS e os
protocolos de andlise ndo sdo bem estabelecidos para alteragdes no numero de
copias. Nos utilizamos a plataforma ONCOSCAN (Affymetrix) para avaliar
amostras de carcinomas de ovario fixadas em formalina e em blocos de parafina com
idade entre 5 e 10 anos. Entre as amostras com quantidade suficiente de DNA para
proceder o ensaio, trés das 18 testadas ndo apresentaram qualidade suficiente para
permitir as analises.

A andlise dos dados gendmicos revelou, na maioria dos casos, o padrao
esperado de grande instabilidade genomica com diversas regides de ganhos e perdas
do genoma e de cnLOH. Os cromossomos 17, 22 e 13 foram os mais frequentemente
envolvidos, sendo que o cromossomo 17 apresentou perda de heterozigose do
cromossomo inteiro ou da sua maior parte em todos os casos.

A andlise de 532 pacientes do banco de dados do TCGA mostrou que os
cromossomos 17 e 13 sd3o os mais frequentemente afetados por perda de
heterozigose. A frequéncia de perda de heterozigose foi de 76,7% em 17q, 39,7% em
17p e 38,2% em 13q. Neste mesmo estudo as pacientes com perda de heterozigose de
todo o cromossomo 17 apresentaram pior sobrevida global quando comparadas com
as demais pacientes (TUNA et al. 2015). O gene TP53 mapeado em 17pl3.1
apresenta mutacdo em 96% dos tumores (TCGA 2011) e a perda de heterozigose
pode ser um mecanismo que leve a perda do alelo ndo mutado contribuindo para a
carcinogénese relacionada a perda da fungdo deste supressor tumoral. No mesmo
estudo de Tuna et al (2015), foi demonstrada uma associagdo entre mutagao no TP53
e perda de heterozigose da regido 17p13.1 (TUNA M et al 2015).

A pesquisa de 74 mutacdes em nove genes mostrou dois casos com mutagdes
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em TP53 ¢ dois casos com mutagdes em NRAS. Um dos casos com mutagdo em
TP53 apresentava também mutagdo PTEN. Mutacdes em TP53 sdo as mais
frequentes em pacientes com carcinoma seroso de alto grau, com frequéncia de 96%
nas pacientes do TCGA (TCGA 2011). A baixa frequéncia de mutagdes na nossa
amostra se deve a metodologia utilizada uma vez que a plataforma ONCOSCAN ¢
capaz de genotipar 19 variantes dentre as inumeras conhecidas no gene TP53
(FREED-PASTORe PRIVES 2012).

As mutagdes inativadoras em PTEN s3o um evento esperado em
aproximadamente 1% dos casos de carcinoma seroso de ovario (TCGA 211). A
paciente 10 apresentou a variante p.R130%*, ¢.388C>T, uma variante no éxon 5 que
leva a um codon de parada. Esta variante corresponde a aproximadamente 7% das
mutagdes somaticas em PTEN descritas nos tumores epiteliais de ovario, incluindo
histologias diferentes dos carcinomas serosos de alto grau (KHABELE 2015). Nesse
mesmo caso da paciente 10 do estudo atual a regido do cromossomo 10 onde se
localiza o gene PTEN apresenta também uma perda do nimero de cdpias com um
valor de nimero de copias médio da regido de 1,67. O papel do PTEN na
carcinogénese do cancer de ovario e sua consequéncia na sensibilidade do tumor ao
tratamento € controverso. A proteina PTEN participa da via PI3K-Akt-mTOR,
importante na indu¢do de apoptose induzida pela cisplatina. Desta forma esperar-se-
ia que a perda da fungdo de PTEN induzisse resisténcia a quimioterapia. Ao menos
um estudo encontrou mutagdo em PTEN em tumores refratarios ao tratamento com
platina (PATCH et al. 2015) e outro encontrou uma frequéncia alta de dele¢des de
PTEN chegando a 50% dos casos com perda de expressdo e implicada em um pior

prognostico (MARTINS et al. 2014). Em contrapartida a perda de PTEN pode estar
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relacionada também a deficiéncia da via da recombinagdao homologa o que implicaria
sensibilidade aos inibidores de PARP e maior sensibilidade a quimioterapia baseada
em platina (MCELLIN 2010; TCGA 2011). A paciente do nosso estudo apresentou
escore de cnLOH+L de 26 (segundo mais alto da coorte), e escore de LST de 27,0.
Portanto, esta paciente ¢ definida pelos dois escores como tendo deficiéncia da via da
recombinagdo homdloga, e apresentou resposta parcial ao tratamento de reexposi¢ao
a platina. Estes resultados sugerem a presenga de deficiéncia de recombinagdo
homologo no tumor e maior sensibilidade ao tratamento, ainda que uma associa¢ao
definitiva ndo possa ser estabelecida entre as alteragdes em PTEN e essas
caracteristicas descritas a partir de um unico caso.

Os genes PTEN e TP53 estdo relacionados as sindromes hereditarias de
Cowden e Li Fraumeni, respectivamente (MCBRIDE et al. 2014, NGEOW et al.
2015). Porém, estas sindromes nao estdo associadas classicamente a um maior risco
de cancer de ovario e nos casos 10 e 16 no presente estudo ndo havia historia familiar
sugestiva de Sindrome de Cowden ou Sindrome de Li Fraumeni.

Dois casos apresentaram mutacdo em NRAS. As mutacdes em NRAS sdo
eventos raros nos carcinomas serosos de ovario, porém foram também detectadas no
estudo do TCGA sendo consideradas mutagdes patogénicas pelo ClinVar. Estas
alteracdes sdo potencialmente relevantes em carcinomas serosos de alto grau de
ovario (TCGA 2011). O achado dessas muta¢des em dois casos da nossa amostra
corrobora a possivel participagdo destas mutagdes na carcinogénese do carcinoma
seroso de alto grau de ovario.

O escore HRD-TAI mostrou uma mediana de 19,5, sendo 19,0 nas pacientes

respondendoras ¢ 24,0 nas pacientes nao respondedoras (p = 0,710). No estudo que
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descreveu inicialmente o escore TAI (BIRBAK et al. 2012) a mediana do escore na
coorte de pacientes com carcinoma seroso de ovario sem mutacdo de BRCA foi de
22,0 versus 20,0 (p = 0,036) nos tumores considerados sensiveis a platina comparado
com os tumores considerados resistentes a platina na primeira linha de tratamento
pos cirurgia. No grupo de pacientes com mutacao de BRCA foi de 26,0 versus 23,5 (p
= 0,037) nos tumores sensiveis comparado aos tumores resistentes. Em um segundo
estudo avaliando o mesmo escore em multiplos tumores primarios a coorte de
carcinomas serosos de ovario apresentou escore mediano de 24,0 (MARQUARD et
al. 2015). Dessa forma os valores encontrados na nossa coorte foram proéximos do
esperado para uma coorte de pacientes com carcinoma seroso de ovario.

O escore cnLOH+L apresentou uma mediana de 12,5, sendo observado o
escore de 13,0 nas respondedoras e 12,0 nas nao respondedoras (p = 0,535). O estudo
inicial que descreveu o escore cnLOH+L avaliou o escore em uma coorte de
pacientes com carcinoma seroso de alto grau de ovario e testou a correlagdo do
escore com a presenga de mutacdo de BRCAL ou BRCA2 ¢ encontrou uma mediana
de 15,5 vs 8,5 para pacientes com mutagdo comparado as pacientes sem mutagdo em
BRCA (ABKEVICH et al. 2012). Um segundo estudo avaliando véarios tumores
primarios encontrou uma mediana de 15,0 para o escore cnLOH+L na coorte de
pacientes com carcinoma seroso de alto grau de ovario (MARQUARD et al. 2015).
Desta forma os resultados encontrados na nossa coorte com um valor elevado para o
escore cnLOH+L aom mediana acima de 10, estdo de acordo com os resultados
encontrados na literatura para pacientes com carcinoma seroso de ovario, ainda que
nao possamos avaliar os valores dos escores de acordo com o status de mutagdo de

BRCA no presente estudo.



98

O escore LST mostrou uma mediana de 26,0, sendo 28,0 nas respondedoras e
18,0 nas ndo respondedoras ao tratamento (p = 0,259). O grupo francés que
desenvolveu o escore LST em seus dois trabalhos avaliou apenas tumores de mama
(POPOVA et al. 2012; MANIE et al. 2016). Um terceiro estudo avaliou coortes de
15 tumores de sitios primarios distintosincluindo uma coorte de carcinoma seroso de
alto grau de ovario (MARQUARD et al. 2015). Os autores encontraram uma
mediana de 20,0 para o escore LST na coorte de pacientes com carcinoma de ovario
que foi o sitio primario com a maior pontuagdo seguido por carcinoma de células
escamos de pulmao com mediana de 13 e carcioma urotelial de bexiga com mediana
de 11 e adenocarcinoma de pumao com mediana de 10. Assim como para o escore
cnLOH+L, os resultados encontrados na nossa coorte estio de acordo com o0s
descritos em literatura corroborando um valor elevado para o escore LST em
pacientes com carcinoma seroso de ovario.

Os escores cnLOH+L e LST tem limiar estabelecido em literatura.
ABKEVICH et al. (2012) determinaram o limiar do escore cnLOH+L como 10 de
forma que 90% das pacientes com cancer de mama e ovario e mutagdo em BRCA
apresentavam valores de escore igual ou superior a 10 (ABKEVICH et al 2012). O
limiar do escore LST descrito por POPOVA et al (2012) foi baseado na ploidia em
uma coorte de pacientes com tumores de mama apresentando deficiencia na via da
recombinagdo homologa. No grupo de tumores quase diploides foi considerado LST
> 15 e no grupo de tumores tetraploides com LST > 20. Estes limiares mostraram
sensibilidade de 100% e especificidade em torno de 60% na coorte original e na
coorte de validacdo de pacientes com cancer de mama triplo negativos. Para

determinagdo da sensibilidade e especificidade deste limiar foi utilizado apenas a



99

presenca de mutacdes de BRCALl ou BRCAZ2 como padrio ouro para definir
deficiéncia da via da recombinagdo homologa sem considerar outras alteragdes da via
da recombinacdo homodloga (POPOVA et al. 2012). Levando-se em conta esses
limiares previamente definidos em literatura, encontramos 10 pacientes (70%) pelo
escore cnLOH+L e 9 pacientes (65%) pelo escore LST, de um total de 14 pacientes,
com tumores com escores altos sugerindo a presenga da deficiéncia da via da
recombina¢do homologa.

Em uma populagdo ndo selecionada, espera-se que 51% dos tumores de
ovario apresentem deficiéncia da via da recombinacdo homodloga
(KONSTANTINOPOULOS et al. 2015). No presente estudo, o nimero de pacientes
com deficiéncia da via da recombinagdo homologa foi acima do esperado. Uma
provavel explicagdo para a elevada prevaléncia de deficiéncia da via da
recombinagdo homologa no estudo atual é um viés de selegao. Nos utilizamos como
critério de inclusdo pacientes reexpostas a platina em um cenario onde esse ndo ¢ o
tratamento padrdo. Esse critério de inclusdo pode ter resultado em uma selegdo de
um grupo de pacientes mais sensivel a quimioterapia que sobreviveram apos varios
tratamentos prévios e, portanto, chegaram a ter necessidade de serem reexpostas a
platina. De fato, 45,2% das pacientes recebeu quatro ou mais linhas de tratamento
previamente a reexposicdo a platina. Além disso nove das 31 pacientes tinham
historia familiar para cancer de mama ou ovdrio e a idade mediana da coorte de 56,6
anos foi um pouco abaixo da idade mediana de diagnostico da populacdo geral (~ 63
anos). Estes dados sugerem que a populacdo deste estudo estd enriquecida com
pacientes com maior sensibilidade ao tratamento, possivelmente por apresentarem

mutagdo em BRCA. Entretanto, isso ainda ndo pode ser comprovado pois ndo foi
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realizada esta investigacdo no presente estudo. Ao menos um estudo corrobora essa
hipotese mostrando que pacientes respondedoras a multiplas linhas de tratamento
tem uma chance maior de serem portadoras de mutacdo BRCA, seja ela germinativa
ou somatica (ALSOP et al. 2012). Alsop et al avaliaram uma coorte de 1000
pacientes com cancer de ovario quanto a presenga de mutagdes em BRCA e resposta
a multiplas linhas de tratamento. Vinte e dois porcento das pacientes com mutagao
germinativa foram tratadas com multiplas linhs de tratamento enquanto 14% das
pacientes sem mutagdo foram tratadas com maultiplas linhas de tratamento. Das
pacientes sem muta¢do germinativa que continuaram a apresentar resposta apos a
terceira linha de tratamento com platina 25% apresentava mutagdo somatica de
BRCA1 ou BRCA2, mostrando uma frequéncia bem acima dos 3 a 5% esperado em
uma populagdo ndo selecionada com carcinoma de ovario.

Para definicdo de deficiéncia da via de recombinagdo homologa de forma
dicotomica os escores cnLOH+L e LST mostraram uma concordancia excelente com
o indice kappa de 0,837. Quando considerados como variaveis continuas, foi forte a
correlagdo entre os escores cnLOH+L e LST (p = 0,79) e moderada entre os escores
TAI e cnLOH+L (p = 0,63) e TAI e LST (p = 0,64). Nao avaliamos a correlagdo
entre o escore HRD e os demais escores pois este ¢ derivado diretamente dos escores
originais sendo uma medida sintética desses trés escores.

ISAKOFF et al. (2015) avaliaram os escores cnLHO+L e LST em um estudo
de fase II com pacientes com cancer de mama triplo negativo tratadas com platina
em primeira linha de doenga metastatica e encontraram uma correlagdo significativa
entre os dois escores (p = 0,0035, coeficiente de correlagdo ndo descrito). Em 2014,

TIMMS et al. (2014) avaliaram a correlagdo entre os trés escores em uma coorte de
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250 pacientes com cancer de mama triplo negativo e mostraram uma correlacao forte
entre TAI e cnLOH+L (p = 0,78) e moderada entre TAI e LST (p = 0,65) e LST ¢
cnLOH+L (p =0,72).

A correlagdo entre os trés escores foi também avaliada em um total de 5371
amostras de tumores provenientes de 15 sitios primarios distintos, incluindo cancer
de ovério, e foi encontrada uma correlagdo forte entre TAI e LST (p = 0,87) e TAl e
cnLOH+L (p = 0,81), e moderada entre cnLOH+L e LST (p = 0,73).
Especificamente na coorte de pacientes com cancer de ovario apenas os escores TAI
e LST apresentaram correlacdo moderada entre com p entre 0,5 e 0,75, enquanto a

correlagdo entre TAI e cnLOH+L e entre LST e cnLOH+L foi regular com p entre
0,25 ¢ 0,5 (MARQUARD et al. 2015).

O presente estudo demonstra uma correlagdo moderada entre os escores para
as pacientes com cancer de ovariosugerindo que os trés mensurem O mMeSmMO
fenomeno, a deficiéncia da via da recombinagdo homologa. Embora todos
identifiquem a mesma consequéncia final de deficiéncia da via da recombinacdo
homoéloga, cada escore mede eventos distintos. Essa hipotese ¢ sustentada pelo
achado de MARQUAD et al. (2015) que mostraram que apenas 3,1% dos eventos de
alteracdes estruturais foi contabilizado pelos trés escores e que em torno de 11% dos
eventos de alteracdes estruturais foi contabilizado por ao menos dois escores
(MARQUARD et al. 2015).

A taxa de resposta a quimioterapia no cendrio platina resistente é entre 10% e
20% (COLOMBO et al. 2014; PUJADE-LAURAINE et al. 2014). A taxa de resposta
encontrada para a coorte de 31 pacientes foi acima da esperada para casos com

recidiva platina resistente (16 casos, 51,6%). Da mesma forma no subgrupo das 14
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pacientes submetidas ao ensaio ONCOSCAN a taxa de resposta foi acima da
esperada, 7 de 14 pacientes (50,0%).

A taxa de resposta elevada poderia ser atribuida a falha de avaliagdo por se
tratar de estudo retrospectivo. Essa questdo foi abordada realizando uma revisdo da
resposta ao tratamento das pacientes utilizando-se critérios bem estabelecidos em
estudos clinicos. Ainda assim, quatro pacientes ndo tiveram confirmacdo de resposta
ao tratamento por uma terceira medida de CA125 e duas pacientes ndo possuiam
exames de imagem ou do marcador tumoral e tiveram avaliagdo de resposta baseada
na avaliagdo clinica. Porém, dessas seis pacientes trés que apresentavam apenas duas
medidas do CA125 apresentaram progressdo da doenga e as duas pacientes que
apresentavam apenas a avaliagdo clinica reportada também apresentaram progressao
de doenca. Dessa forma, dentre os casos revisados que foram considerados como
“resposta ao tratamento” todos preenchiam os critérios de resposta de acordo com
GCIG (RUSTIN et al. 2004). Outro fator relacionado a elevada resposta poderia ser
atribuido ao uso de combina¢ao de quimioterapicos em todas, exceto uma paciente.
Contudo, estudos prévios indicam n3o haver beneficio associado a evolugdo da
doenca quando utilizadas combinagdes de tratamento (LORTHOLARY et al. 2012).
O segundo agente em combinagdo com a platina era, na maioria das vezes, uma
droga ativa no cendrio platina resistente, porém a taxa de resposta esperada para
essas drogas em monoterapia nao seria dessa magnitude proxima dos 50%
(GORDON et al. 2001; MUTCH et al. 2007).

Afastando um viés de mensuracdo e a utilizacdo do tratamento nao
convencional de quimioterapia em combinagdo utilizado, se fortalece a hipotese de

um fator intrinseco aos tumores para justificar a alta taxa de resposta ao tratamento
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de reexposicdo a platina das pacientes do nosso estudo. A elevada frequéncia de
deficiéncia da via da recombinagdo homologa (10 de 14 pacientes) encontrada
corrobora esta hipotese.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre as taxas de resposta
das pacientes de acordo com o valor dos escores. Entretanto, 6 de 10 (60%) pacientes
com escore cnLOH+L elevado e apenas 1 de 4 (25%) pacientes com escore
cnLOH+L baixo apresentaram resposta favoravel ao tratamento. Em adi¢do, 6 de 9
pacientes (66%) com escore LST elevado e apenas 1 de 5 (20%) pacientes com
escore LST baixo apresentaram resposta ao tratamento. Numericamente os escores
cnLOH+L, LST ¢ HRD foram mais altos nas pacientes que responderam ao
tratamento quando comparados com os escores das pacientes que ndo responderam,
embora essa diferenga também nao tenha se mostrado estatisticamente significativa.
O escore TAI e TAIm foram os unicos que mostraram distribui¢do no sentido oposto,
ou seja, escores mais altos nas pacientes que ndo responderam ao tratamento.

Dentre os estudos prévios de desenvolvimento dos escores marcadores de
deficiéncia de recombina¢ao homologa apenas trés estudos em pacientes com cancer
de ovario testaram a associacdo entre escores elevados desfechos clinicos
relacionados ao tratamento com platinas, dois deles avaliaram sobrevida global e
sobrevida livre de progressao (ABKEVICH et al. 2012, BIRKBAK et al. 2012) ¢
apenas umavaliou a associacdo com taxa de resposta ao tratamento baseado em
platina (BROWN et al 2015).

O escore cnLOH-L foi estudado inicialmente em uma coorte de pacientes
com cancer de ovario e sua associagdo com a presenga de mutacdo em BRCAle

BRCA2 ou metilagdo do promotor do BRCALl. Nao foi observada associacio
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significativa entre a sobrevida global e sobrevida livre de progressao. Esse estudo
ndo avaliou a associacdo da resposta ao tratamento (ABKEVICH et al. 2012). A
associagdo entre o escore cnLOH-L e resposta ao tratamento com platina foi
demonstrada em outros dois estudos com o escore cnLOH-L(TELLI et al. 2015;
ISAKOFF et al. 2015). Estes estudos, porém, avaliaram uma populacdo de pacientes
com cancer de mama triplo negativo em quimioterapia neoadjuvante ¢ mostraram
uma maior taxa de resposta ao tratamento em pacientes com escore cnLOH-L mais
elevados, inclusive dentro do grupo de pacientes com sem mutacdo em BRCAL ou
BRCA2 (TELLI et al. 2015; ISAKOFF et al. 2015).

O escore LST foi avaliado de forma isolada exclusivamente em pacientes
com cancer de mama (POPOVA et al. 2012, ISAKOFF et al. 2015, MANIE T et al.
2016). Dois estudos mostraram sua associagdo com a presenca de mutacdo em
BRCA1 ou BRCA2 ou metilagdo do promotor do BRCA1l nos quais ndo houve
avaliagdo da associagdo do escore com resposta (POPOVA et al. 2012; MANIE et al.
2016). Um terceiro estudo avaliou a associacdo entre o escore LST e resposta ao
tratamento com quimioterapia neoadjuvante baseada em platina em pacientes com
cancer de mama triplo negativo e mostrou uma maior resposta para as pacientes com
escores mais elevados (ISAKOFF et al. 2015).

O escore TAI foi estudado de forma isolada em apenas um estudo incluindo
tanto pacientes com cancer de mama quanto cancer de ovario. (BIRKBAK et al.
2012). Os autores relataram a associagdo entre escores elevados e doenca platina
sensivel definida como tempo de intervalo entre o término do tratamento adjuvante e
a primeira recidiva maior que seis meses. Por se tratar de tratamento adjuvante ndo

foi realizada a avaliagdo de resposta.
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Os estudos do escore HRD combinando os escores TAIm, LSTm, cnLOH+L
foram descritos para pacientes com cancer de mama. Em um deles, TIMMS et al
(2014) mostraram sua associagdo com a mutagao em BRCAL ou BRCAZ2 ou metilagio
do promotor do BRCA1 mas ndo avaliaram a resposta ao tratamento. Em um estudo
recente, TELLI et al (2016) avaliaram a associagdo do escore HRD com resposta a
quimioterapia neoadjuvante baseada em platina em pacientes com cancer de mama
triplo negativo. Neste estudo, numa fase inicial de desenvolvimento do escore havia
pacientes com cancer de ovario nos quais se mostrou a associagdo do escore elevado
com a presenca de mutagdo em BRCAL ou BRCA2, porém ndo houve avaliacdo de
resposta dessas pacientes (TELLI et al. 2016).

Em pacientes com cancer de ovario os estudos priorizaram e demonstraram a
associa¢do dos escores de deficiéncia da via da recombinacdo homologa com a
resposta a inibidores de PARP (HODGSON et al. 2015; MCNEISH et al. 2015). O
unico estudo a testar a associag@o entre a resposta ao tratamento com quimioterapia
baseado em platina e um escore de deficiéncia da via da recombinagdo homéloga foi
o estudo de BROWN et al. (2015). Os autores selecionaram uma coorte de 109
pacientes com carcinoma de ovario seroso de alto grau que apresentavam CA125
elevado apo6s a cirurgia provenientes de um estudo de fase Il e que foram submetidos
a tratamento adjuvante com monoterapia com platina. Foi verificada uma associagio
entre escores HRD elevados e diminuicdo do CA125 apos o tratamento adjuvante
(BROWN et al. 2015). Apesar de avaliar um cendrio de tratamento diferente do
presente estudo feito com pacientes no cenario de doenga platina resistente e utilizar
exclusivamente o CA125 para avaliagdo de resposta as conclusdes dos dois trabalhos

sdo semelhantes, ou seja, escores de deficiéncia da via da recombinagdo homdloga
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elevados identificam pacientes com maior sensibilidade a platina.

O presente estudo ¢ um dos primeiros a fazer uma avaliacdo direta da
associagdo entre resposta ao tratamento com platina e os escores de deficiéncia da via
de recombinagdo homoéloga em pacientes com carcinoma de ovario, e, para 0 nosso
conhecimento, ¢ o Unico a avaliar a associacdo destes escores com resposta a
reexposicdo a platina no cendrio de doenga platina resistente. Os achados do
presente estudo corroboram a hipotese de uma resposta mais favoravel ao tratamento
para as pacientes com tumores com elevados escores de deficiéncia da via da
recombinagdo homdloga mesmo nesse cenario de pacientes tratadas com multiplas
linhas de quimioterapia prévia

Esses achados ampliam o debate da defini¢do da recidiva dos carcinomas de
ovario como doenga sensivel ou resistente a platina baseado unicamente no critério
intervalo livre de platina (ALVAREZ et al. 2016). Além disso, mostram a
importancia das caracteristicas biologicas do tumor e identificacdo de biomacadores
para a tomada de decisdo de tratamento ndo s6 no que diz respeito as terapias alvo
mas também paara os agentes quimioterapicos tradicionais como no caso as platinas.

Na presente casuistica, a sobrevida global mediana foi 13,4 meses desde o
inicio do tratamento de reexposi¢do a platina e ndo houve diferenca de acordo com
os valores dos escores. Porém, o nimero de pacientes limita o poder estatistico deste
tipo de andlise. Dois estudos prévios avaliaram o impacto dos escores de deficiéncia
da recombinagdo homoéloga na sobrevida (BIRKBAK et al. 2012; BROWN et al.
2015). BIRKBAK et al. (2012) ndo conseguiram mostrar uma associagdo entre o
escore TAI elevado e e a sobrevida global de pacientes com cancer de ovario. Em

oposicdo, BROWN et al. (2015) mostraram uma maior sobrevida global para
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pacientes com o escore HRD elevado.

No nosso estudo o escore TAI mostrou uma distribui¢ao no sentido oposto do
esperado com valores mais altos no grupo de pacientes que ndo responderam ao
tratamento ¢ uma sobrevida global menor para as pacientes com escores mais
elevados embora nenhuma das diferencas tenha sido estatisticamente significativa. O
escore TAI se mostrou também associado a idade maior que 65 anos e a um intervalo
livre de platina menor que 12 meses antecedendo o tratamento estudado (Figuras 14
e 15). Estes podem ser fatores de confusdo que em uma populagdo pequena podem
ter contribuido para os resultados com sinais divergentes do TAI em relagdo aos
outros escores quanto a resposta ao tratamento e sobrevida.

O tnico fator clinico associado com uma maior taxa de resposta foi a historia
familiar positiva para cancer de mama ou ovario ou uma histéria pessoal de cancer
de mama. Uma limitacdo do nosso estudo é a auséncia das informagdes sobre o
padrao de mutagdo germinativa dos genes BRCA1l ¢ BRCA2. As pacientes com
carcinoma de ovario apresentam um risco em torno de 15% de serem portadoras de
mutacdes germinativas de BRCA1 ou BRCA2, independente da historia familiar
(RISCH et al. 2001). Fizemos uma simulagdo de uma paciente com carcinoma de
ovario com histdrico familiar fraco, por exemplo, uma tia ou prima com cancer de
mama em idade superior a 60 anos, usando o modelo de risco PENN II

(www.afcri.upenn.edu/itace/penn2) e verificamos que uma paciente com essa

caracteristicas teria um risco de 25% de ser portadora de mutagdo de BRCA.
Qualquer outro historico familiar considerado no nosso estudo eleva o risco de ser
portadora em um valor maior que esse aqui descrito. Além de BRCA1 ¢ BRCA2

outros genes de predisposi¢do hereditaria ao cancer de ovario também podem estar
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associados a deficiéncia da via da recombinacdo homologa como ¢ o caso do
RAD51C e RAD51C (NORQUIST et al. 2016). Entre as nove pacientes com historia
familiar positiva, seis foram testadas pela plataforma OncoScan. Destas, quatro
apresentaram escore de cnLOH+L maior que 10 e também um escore de LST acima
do limiar para ser considerado como deficiente para via da recombina¢do homologa.
Desta forma o achado de maior resposta na reexposicao a platina das pacientes com
historico familiar positivo coincide com pelo menos um relato da literatura (ALSOP
et al. 2012). Esses dados apoiam a hipdtese de se reconsiderar a definicdo de doenca
platina resistente baseada apenas no tempo de intervalo do ultimo tratamento
utilizando platina sem levar em conta os aspectos moleculares da doenga
(ALVAREZ et al. 2016).

Entre as 15 amostras, 10 eram provenientes de tumores primdarios sem
tratamento e cinco de tumores no momento da recidiva apds tratamento
quimioterapico. O tratamento quimioterapico potencialmente pode induzir a
formagao de novas alteragdes gendmicas estruturais que comprometam a avaliagdo
do tumor pelos escores de via da recombinagdo homologa no tumor coletado apds a
quimioterapia. Por outro lado, ao longo da evolucdo do tumor, outras alteragdes,
como por exemplo mutagdes secundarias do BRCA, poderiam recompor a funcdo da
via da recombinagdo homdloga comprometendo o valor de um escore realizado no
tumor primario para uma decisdo de tratamento na recidiva, pois um escore no tumor
primario apontando deficiéncia da via da recombinacdo homoéloga pode ndo
corresponder ao real status da via apds as alteragcdes secundarias citadas (BARBER
etal. 2013; YAMAMOTO et al. 2014).

No presente estudo, os perfis de alteragdes genoOmicas estruturais foram
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semelhantes entre os tumores primdarios e recidivados (Figura 12), porém foi
observada uma distribuicdo desigual dos valores dos escores TAI ¢ TAIm entre
tumores primarios e tumores recidivados. Para os outros escores apesar de nao haver
diferenga estatisticamente significativa, a distribui¢do manteve o mesmo padrio de
valores maiores para tumores primarios € menores para tumores recidivados (figura
20). Para o nosso conhecimento, um unico estudo em literatura fez essa avaliagdo em
25 amostras pareadas de tumores primdrios e recidivados apds tratamento
quimioterapico (PATEL et al. 2015). Apesar de serem detectadas diferencas nos
perfis de alteragdes estruturais gendmicas globais entre os tumores, os autores nao
detectaram diferenga no escore HRD entre os tumores primarios e recidivados
(coeficiente de correlagdo de Pearson de 0,953) (PATEL et al. 2015). Em nosso
estudo, as amostras ndo foram pareadas ndo permitindo chegar a uma conclusio
sobre a adequagdo do material no momento da recidiva para avaliar os escores da via
da recombinagdo homologa.

Duas amostras do tumor primario da paciente 28 do nosso estudo foram
avaliadas, uma do ovario esquerdo e a outra do ovario direito. Os perfis de alteracdes
estruturais gendmicas globais apresentavam diferengas em 7 segmentos com regides
de ganhos e de cnLOH diferentes entre as duas amostras nesses segmentos (Figura
11). Os escores de deficiéncia da via da recombinagdo homologa também se
mostraram diferentes entre as amostras. (Tabela 18). Um estudo com 33 pacientes
com cancer de mama avaliou o escore HRD em trés amostras de biopsias distintas de
cada tumor coletadas em um mesmo momento ¢ mostrou uma correlagdo excelente

entre os escores com um coeficiente de correlacao de 0,977.
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CONCLUSAO

Este estudo demonstrou ser factivel a avaliagdo das cicatrizes gendmicas
usando a analise do padrao de alteragao do nimero de copias e de cnLOH de
todo o genoma. Esta analise permitiu classificar dos tumores de acordo com
escores de deficiéncia da via da recombinacdao homologa a partir de material
arquivado em parafina ha mais de cinco anos.

Foi verificado que o carcinoma de ovario ¢ uma neoplasia caracterizada por
uma alta instabilidade genética com alteracdes de numero de copias
gendmicas e cnLOH.

Embora com um pequeno numero de sondas capazes de identificar mutagoes,
a plataforma usada permitiu a identificagao da mutacao em TP53 em 2 casos.
Um caso apresentou mutacao no gene PTEN (exon 5) e também uma perda
gendmica envolvendo a regido de PTEN. Esta paciente apresentava escores
de deficiéncia da via da recombinacao elevados.

Os carcinomas de ovario apresentam escores de alteragdo da via da
recombinagdo homologa elevado indicando uma alta frequéncia de
deficiéncia desta via de reparo.

Pacientes com resposta prévia a multiplas linhas de tratamento
quimioterapico apresentaram sensibilidade elevada a reexposi¢do de platina
como parte de seu esquema quimioterapico.

Os dados deste estudo sugerem uma associagdo entre escores de deficiéncia

da via da recombina¢do homologa elevados e resposta ao tratamento de
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reexposicao platina no cenario de tratamento de uma recidiva platina
resistente. A associagdo ndo se mostrou estatisticamente significativa
possivelmente pelo numero reduzido de pacientes avaliados.

A histéria familiar de cancer de mama ou ovario e historia pessoal de cancer
de mama sd3o fatores associados a uma maior taxa de resposta ao tratamento
de reexposicdo platina no cenario de tratamento de uma recidiva platina

resistente.
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Rua Professor Anténio Prudente, 211 « Liberdadeé » Sao Paulo / SP » CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br



Anexo 2 - Ficha de Coleta de Dados — Ovario

1-ldentificacgdo:
1.1 Nome:
1.2 RGH-HC:
1.3 Data de nascimento / / 1.4 Data Dx: / /

2- Dados cirdrgicos:

A- Cirurgia inicial:
A.1- Data Cx: / /

A.2- Momento: (1) Citorredugdo primaria (2) Citorreducdo intervalo | |

A.3- Doenca residual: (1) microscépica (Completa) (2) <10mm (3) > 10mm

(4) “otima” sem especificacéo - | |

A.4- Procedimentos realziados: (0O)Nao A.5- Complicagdes Cx:

(1) Sim Obito < 28d (0)N&o (1) Sim
HTA
SOB

Momento do tto: (1) Cx

Omentectomia .
inic. (2) Rec Plat S (3)

Linfadenectomia pélvica N° AP Data AP )
RecPlat R (4) Cito

Linfadenectomia paradrtica
Intervalo

Resseccao intestinal

Esplenectomia

Cx adequada

Preservacdo de fertilidade

QT IP (HIPEC)

B- Dados da cirurgia recidiva:

B.1- Data Cx: / /

B.2- Momento: (1) Primeira recidiva (2) Segunda recidiva (3) Terceira recidiva (4) Quarta ou mais
1

B.3- Doenca residual: (1) microscopica (Completa) (2) <10mm (3) > 10mm
(4) “otima” sem especificacao - | |

B.4- QT intraperitoneal hipertérmica: (1) sim (0) ndo | |

Droga e dose: Obito < 28 dias: (1) sim (0) ndo _ | I
C- Dados da cirurgia recidiva:
C.1- Data Cx: / /

C.2- Momento: (1) Primeira recidiva (2) Segunda recidiva (3) Terceira recidiva



(4) Quarta ou mais

C.3- Doenga residual: (1) microscdpica (Completa) (2) < 10mm (3) > 10mm

(4) “étima” sem especificacdo - |

C.4- QT intraperitoneal hipertérmica: (1) sim (0) ndo |

Droga e dose:

3- Fatores Progndsticos iniciais:

Obito < 28 dias: (1) sim (0) ndo _ |

Idade na primeira cx

Histologia

Grau FIGO

Estagio FIGO

Comorbidades (ver anestesio):

Historia familiar:

CA125 pré tto inicial(cirurgia/qgt neo)

CA 125 p6s op

Plgt pré tto inicial (cirurgia / gt neo)

Plqgt p6s cirurgia

Outras neoplasias:

ECOG pré gt (ou pré cx caso sem qt)

4- Tratamento QT inicial :

A - drogas e posologia:

B - nimero de ciclos totais:

C - data inicio:

/ / data de

/ /

D- se interrupcdo antes de 6 ciclos por toxicidade qual?

E - QT neoadjuvante:

- quantos ciclos antes da cirurgia:

término

- resposta a gt neo: (1) RC (2) RP (3) DE (4) PD

- CA 125 pré gt/ pos qt: /
5- Seguimento inicial e primeira recidiva:
A- CA 125:
Data
Valor
Data
Valor
B- Recidiva:
B.1- Data da recidiva por marcador: / /

B.2- Valor CA 125 na recidiva:

B.3- Data da recidiva por imagem:




B.4- Sintomatica:
| I

B.5- Alteracdo de imagem: (0)N&o (1) Sim, ndo mensuravel (2) Sim, mensuravel

B.6- Sitio recidiva (anotar todos):

(O)Ndo (1) Sim

1%rec. Platina S — data marcador:

Plaquetas e Hb pré qt

CA 125 pré gt — pos qt

Drogas e posol

Data por imagem:

Data inicio

Tamanho maior tumor

Data término

Sitios (anotar todos periton. vale 1) Resp. por imag. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD
ECOG pré QT Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD

2%recidiva PS - data 3recidiva PS - data

Drogas Drogas

Data inicio Data inicio

Data término Data término

Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

43recidiva PS - data 5%recidiva PS - data

Drogas Drogas

Data inicio Data inicio

Data término Data término

Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

6%recidiva PS - data T2recidiva PS - data

Drogas Drogas

Data inicio Data inicio

Data término Data término

Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD




OBS: Resposta e progressdo por marcador CA 125 — critérioc GCIG:

Resposta: queda de 50% em relacdo ao marcador inicial (que deve ser de 2 sem antes de iniciar o tto)

Progressao:

- Marcador normal ao inicio do tto: aumento para mais de 2x o valor da normalidade

- Marcador aumentado ao inicio do tto: aumento para mais de 2x o valor do nadir ap6s inicio do tto

Data

(0) Vivo (1) Obito

(0) SED (1) Recidivada

(0) aguarda retorno (1) perda de seg.

Telefones e email:

* A partir da 22 recidiva anotar apenas a data que vier primeiro, progressao por marcador ou imagem

12 rec. Platina R — data marcador:

Plaquetas e Hb pré gt

CA 125 pré gt — pos qt

Drogas e posol

Data por imagem:

Data inicio

Tamanho maior tumor

Data término

Sitios (anotar todos periton. vale 1) Resp. por imag. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD
ECOG pré QT Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD

24recidiva PR - data 3?recidiva PR - data

Drogas Drogas

Data inicio Data inicio

Data término Data término

Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

42 recidiva PR - data 5%recidiva PR - data

Drogas Drogas

Data inicio Data inicio

Data término Data término

Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

6%recidiva PR - data T4recidiva PR - data

Drogas Drogas

Data inicio Data inicio

Data término Data término

Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Tipo de resp. (1) RC (2) RP (3) DE (4)
PD PD

Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4) | Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4)

PD

PD




Uso de bevacizumabe em alguma linha (0)N&do (1) Sim Qual
| I
Meta SNC algum momento (0)Ndo (1) Sim

Hormonioterapia em  algum momento (0)Ndo (1) Sim

6.Ultima aval.:



Anexo 3 — Artigos

A partir da analise inicial dos dados clinicos publicamos um artigo na revista Annals of
Surgical Oncology (FI 3,9) (da Costa el al 2016), colaboramos com dados para a publicacdo de um
segundo artigo na mesma revista (Baiocchi et al 2015), e publicamos um terceiro artigo na
revista International Journal of Gynecologic Cancer (FI 1,9) (da Costa et al 2016), e um

quarto artigo esta em fase de submissdo. Seguem em anexo a este relatério.

da Costa AA, Valadares CV, Baiocchi G, Mantoan H, Saito A, Sanches S, Guimaraes AP,
Achatz MI. Neoadjuvant Chemotherapy Followed by Interval Debulking Surgery and the
Risk of Platinum Resistance in Epithelial Ovarian Cancer. Ann Surg Oncol. 2015 Dec;22
Suppl 3:5971-8. doi: 10.1245/s10434-015-4623-z. Epub 2015 May 27. PubMed PMID:
26014155.

da Costa AA, Valadares CV, Mantoan H, Saito A, Salvadori MM, Guimardes AP, Sanches
SM, Achatz MI, Baiocchi G. The Value of Secondary Cytoreductive Surgery in Recurrent
Ovarian Cancer and Application of a Prognostic Score. Int J Gynecol Cancer. 2016
Mar;26(3):449-55. doi: 10.1097/IGC.0000000000000649. PubMed PMID: 26825830.

Baiocchi G, Ferreira FO, Mantoan H, da Costa AA, Faloppa CC, Kumagai LY, de Mello
CA, Takahashi RM, Nakagawa WT, Aguiar S Jr, et al. Hyperthermic Intraperitoneal
Chemotherapy after Secondary Cytoreduction in Epithelial Ovarian Cancer: A Single-center
Comparative Analysis. Ann Surg Oncol. 2016 Apr;23(4):1294-301.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26825830
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Anexo 4 — Log2 ratio e frequéncia do alelo B em uma visdo do genoma completo de
cada amostra testada pelo ensaio ONCOSCAN - gréficos gerados pelo programa ChAS
V3.1.0. BAF = frequéncia do alelo B.

Figura 1 anexo — Caso 1.

Log2 Ratio:-1.5...1.5 Copy Number State: 0., 615
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Figura 2 anexo — Caso 2
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Figura 3 anexo — Caso 3
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Log2 Ratio:-1.5... 1.5 Copy Mumber State: 0... 615




Figura 5 anexo — caso 7
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Figura 7 anexo — caso 15

Log2 Ratio: 1.5 .. 1.5 Copy Number State: 0. 6.15

Figura 8 anexo — caso 16
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Figura 9 anexo — caso 19

Log2 Ratio: 1.5 ... 1.5 Copy Number State: 0. 615




Figura 11 anexo - caso 25
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Figura 12 anexo — caso 27
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Figura 13 anexo — caso 28 — A
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Figura 14 anexo - caso 28 - B
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Figura 15 anexo — caso 29
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Anexo 5 — Tabelas com resultados do ensaio ONCOSCAN descrevendo as
alteracbes segmentares encontradas em cada amostra

Tabela 1 anexo — Caso 1

NUmero de . Citobanda de Quantidade de OM,IM ®
L. Tipo Cromossomo L Tamanho(kbp) Quantidade de
copias inicio Genes Genes

3.67 Ganho 1 p36.21 2,599 46 22
2.67 Ganho 1 gq21.1 30,465 565 367
2.67 Ganho 1 g4l 25,358 228 97
2.67 Ganho 2 p22.2 14,123 90 57
3.33 Ganho 2 p22.3 1,357 2 1
2.33 Ganho 2 p23.2 5,818 26 18
3.33 Ganho 2 p25.1 14,111 67 42
2.33 Ganho 2 p25.3 3,008 11 7
2.33 Ganho 2 q34 5,421 19 12
2.33 Ganho 3 pll.1 22,489 99 47
2.33 Ganho 3 p21.31 1,910 44 33
3.00 Ganho 3 g25.2 5,292 33 19
2.67 Ganho 3 g26.1 6,575 18 11
2.67 Ganho 5 p15.33 26,381 96 50
2.33 Ganho 7 p12.3 2,336 11 5
3.00 Ganho 7 g21.3 33,733 285 165
2.67 Ganho 8 ql1.21 22,324 104 60
3.67 Ganho 8 q13.3 2,356 20 12
2.67 Ganho 8 q21.11 22,772 99 56
2.33 Ganho 8 q22.1 2,410 20 14
2.67 Ganho 8 q24.21 17,893 154 81
2.33 Ganho 9 q34.3 2,080 91 49
2.67 Ganho 10 q25.1 2,806 22 15
3.67 Ganho 10 g25.2 2,760 19 12
2.67 Ganho 10 g25.3 3,612 28 18
2.67 Ganho 10 g26.3 831 2 0
3.67 Ganho 10 g26.3 1,838 33 16
2.67 Ganho 11 q13.3 4,192 55 32




2.33 Ganho 11 q24.3 5,255 27 15
2.33 Ganho 12 p13.31 1,993 59 47
2.67 Ganho 12 p13.33 1,509 13 10
2.67 Ganho 14 q24.1 401 2 2
3.00 Ganho 14 q24.3 7,171 10 6
3.00 Ganho 15 q21.2 840 5 3
2.67 Ganho 15 g26.1 8,852 49 20
3.33 Ganho 15 g26.3 3,155 28 14
3.00 Ganho 18 p11.21 2,619 24 15
2.67 Ganho 18 p11.32 3,355 16 8
2.33 Ganho 19 p13.11 14,003 159 92
2.33 Ganho 20 p11.21 9,991 120 65
4.00 Ganho 20 p12.3 846 2 1
3.00 Ganho 20 p12.3 1,212 2 2
3.33 Ganho 20 p13 3,312 72 39
3.00 Ganho 20 p13 3,790 40 26
2.67 Ganho 20 ql11.23 20,954 205 116
2.33 Ganho 20 q13.32 2,909 30 15
2.67 Ganho 20 q13.33 3,432 89 51
2.33 Ganho 21 q21.1 2,286 8 4
2.33 Ganho 21 q21.3 1,114 3 0
2.67 Ganho 21 q22.3 3,225 72 36
2.67 Ganho X p22.33 23,421 132 101
2.67 Ganho X q27.1 4,588 24 16
1.33 Perda 1 p36.13 14,091 213 122
1.00 Perda 1 p36.33 5,604 109 56
1.00 Perda 1 g25.3 30,808 235 166
1.67 Perda 2 p13.2 1,116 20 14
1.00 Perda 2 p13.3 1,644 24 14
1.67 Perda 2 p25.3 5,740 21 9
1.00 Perda 2 ql4.3 21,749 93 43
1.33 Perda 2 q24.2 4,351 16 13
1.33 Perda 3 p14.1 21,296 47 26
1.00 Perda 3 p22.2 12,014 182 118
1.33 Perda 3 ql13.2 1,454 22 10
1.33 Perda 4 ql13.1 29,790 190 135




1.33 Perda 4 q24 89,664 343 205
1.00 Perda 5 qll.l 67,277 294 175
1.33 Perda 6 p21.1 11,393 78 51
1.00 Perda 6 p21.31 7,735 112 75
1.33 Perda 6 p25.3 21,781 116 68
1.00 Perda 6 ql4.1 90,420 461 278
1.00 Perda 7 p22.3 44,911 298 182
1.00 Perda 8 p23.3 38,312 285 156
1.33 Perda 9 p24.3 111,948 543 292
1.67 Perda 9 q31.3 17,209 148 78
1.33 Perda 9 g33.3 9,557 183 115
1.00 Perda 10 p15.3 17,237 104 55
1.00 Perda 10 ql11.23 3,353 26 13
1.00 Perda 10 g23.1 28,978 256 161
1.67 Perda 10 g26.11 11,845 82 41
1.00 Perda 11 p15.5 23,344 356 204
1.00 Perda 11 q13.4 46,571 349 213
1.33 Perda 12 p13.31 17,182 172 118
1.67 Perda 12 p13.33 3,841 38 26
1.00 Perda 13 qll 86,243 404 211
1.67 Perda 13 g33.3 7,128 48 25
1.33 Perda 14 ql1.2 7,286 138 95
1.33 Perda 14 q21.3 19,956 151 99
1.00 Perda 14 q24.1 7,165 84 51
1.67 Perda 14 q31.3 16,603 213 91
1.00 Perda 15 q23 18,612 217 118
0.33 Perda 15 g25.3 1,169 2 0
1.67 Perda 15 g25.3 2,434 30 21
1.00 Perda 16 p13.3 20,443 316 183
1.00 Perda 16 ql1.2 43,206 414 268
1.00 Perda 17 p13.3 79,862 1,351 822
1.00 Perda 18 p11.31 3,226 16 5
1.00 Perda 18 p11.32 941 11 8
1.00 Perda 18 ql2.1 49,859 214 128
1.33 Perda 19 p13.3 16,129 509 324
1.00 Perda 19 ql2 14,770 350 196




1.33 Perda 19 q13.32 6,010 271 163
1.33 Perda 20 p12.2 4,289 15 8
1.00 Perda 22 ql2.1 25,167 369 245
1.33 Perda X p21.3 6,365 19 13
1.00 Perda X q13.3 46,273 229 139
1.00 Perda X q28 847 16 6
LOH 1 p36.33 31,633 491 276
LOH 1 g25.3 39,978 278 191
LOH 2 ql4.3 23,238 94 44
LOH 2 q24.2 5,093 20 16
LOH 3 p14.1 21,998 48 26
LOH 3 p26.3 51,452 420 271
LOH 3 g25.33 38,133 247 151
LOH 4 ql13.1 30,440 190 135
LOH 4 q23 90,259 349 209
LOH 5 qlll 131,256 848 538
LOH 6 p25.3 58,566 708 468
LOH 6 ql4.1 90,526 463 279
LOH 7 p22.3 47,459 330 200
LOH 8 p23.3 38,644 287 158
LOH 8 g22.1 47,537 280 161
LOH 9 p24.3 140,850 962 532
LOH 10 p15.3 17,642 107 57
LOH 10 q11.23 3,761 32 13
LOH 10 g23.1 32,520 278 176
LOH 10 g25.3 18,612 143 75
LOH 11 p15.5 23,841 356 204
LOH 11 ql3.4 47,083 356 217
LOH 12 p13.31 17,427 173 119
LOH 13 qll 96,018 460 240
LOH 14 ql1.2 7,839 150 95
LOH 14 q21.3 28,824 241 153
LOH 14 q31.3 21,555 279 126




LOH 15 q22.33 22,942 256 144
LOH 16 p13.3 20,968 325 188
LOH 16 ql1.2 43,697 420 272
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822
LOH 18 p11.31 4,100 18 6
LOH 18 ql2.1 49,970 214 128
LOH 19 p13.3 16,190 510 325
LOH 19 ql2 21,289 640 376
LOH 20 p12.3 4,613 16 8
LOH 20 q13.32 6,352 119 66
LOH 22 ql2.1 25,271 369 245
LOH X p21.3 6,951 19 13
LOH X ql3.1 51,446 284 169




Tabela 2 anexo — Caso 2

decopias | 190 | Cromossomo | SR % ramannateop)) ST S| MM S
2.33 Ganho |1 p13.2 1,526 15 14
2.67 Ganho |1 p13.2 29,292 61 34
3.50 Ganho |1 p35.3 84,693 707 419
3.67 Ganho |1 q21.1 14,391 364 236
3.00 Ganho |1 q23.2 89,537 764 451
5.00 Ganho |2 p24.3 1,327 1 1
2.67 Ganho |2 p25.1 3,031 18 8
2.67 Ganho |2 q22.2 33,617 155 113
2.67 Ganho |2 g31.2 17,568 67 48
2.67 Ganho |2 g33.2 5,180 39 21
3.00 Ganho |2 g34 7,651 27 18
2.67 Ganho |2 g36.3 12,492 155 92
3.00 Ganho |3 pll.1 109,116 687 400
2.67 Ganho |4 pl2 10,800 54 36
3.00 Ganho |4 p16.3 10,582 144 70
2.67 Ganho |4 q31.1 30,237 129 78
2.67 Ganho |4 g34.1 14,819 62 27
2.67 Ganho |5 pl4.2 151,287 849 541
2.67 Ganho |5 p15.33 22,873 93 48
4.33 Ganho |5 g35.2 3,169 55 32
3.00 Ganho |5 g35.3 1,650 37 17
2.33 Ganho |6 p21.33 427 50 39
3.00 Ganho |6 p25.3 5,744 40 23
2.67 Ganho |7 pl4.1 25,075 124 71
3.67 Ganho |7 gl1.21 3,090 30 11
2.67 Ganho |7 gql1.21 93,345 733 410
2.67 Ganho |8 p23.3 88,977 505 292
4.33 Ganho |8 q21.3 3,833 16 10
6.33 Ganho |8 q21.3 18,256 102 65
4.67 Ganho |8 q23.2 5,360 3 2
6.00 Ganho |8 q23.3 15,638 78 39




4.33 Ganho |8 q24.22 3,740 17 11
3.00 Ganho |8 q24.22 10,224 119 65
3.00 Ganho |9 p21.1 1,894 12 9
2.30 Ganho |9 g34.11 3,007 71 46
2.67 Ganho |10 p15.3 135,308 921 521
2.67 Ganho |11 pl1.12 84,303 954 571
2.33 Ganho |12 pll.21 1,777 2 1
5.33 Ganho |12 p11.22 2,486 20 10
4.33 Ganho |12 p13.31 8,515 105 72
3.67 Ganho |12 p13.33 9,479 149 107
3.67 Ganho |12 gll 9,886 35 22
5.33 Ganho |12 gql3.11 1,185 19 13
4.00 Ganho |12 g21.31 2,760 4 1
2.67 Ganho |13 gl2.11 2,174 10 5
3.33 Ganho |13 g12.13 1,710 12 7
2.33 Ganho |13 ql2.2 5,319 42 19
2.33 Ganho |13 q13.3 3,939 32 14
3.00 Ganho |13 ql14.11 2,212 15 7
4.00 Ganho |13 ql4.12 3,136 24 12
2.67 Ganho |13 ql4.2 2,092 25 18
3.33 Ganho |13 gl14.3 1,437 15 4
2.33 Ganho |13 gl14.3 3,766 19 10
2.67 Ganho |13 g21.32 3,392 5 2
3.33 Ganho |13 g21.33 7,123 19 14
2.50 Ganho |13 q22.3 20,519 57 32
3.33 Ganho |13 g32.1 1,217 6 4
4.00 Ganho |13 g32.2 763 9 4
3.67 Ganho |13 q32.3 2,300 13 7
3.00 Ganho |13 g33.1 1,104 13 5
2.33 Ganho |13 q33.1 8,134 30 13
3.33 Ganho |13 g34 1,508 4 2
3.67 Ganho |13 g34 1,730 26 16
2.67 Ganho |14 gll.2 87,063 778 437
2.67 Ganho |16 p13.3 34,113 529 295
2.33 Ganho |17 gl2 5,244 163 95
2.33 Ganho |17 g25.1 4,375 116 69




2.33 Ganho |19 p12 8,950 37 10
6.00 Ganho |19 p13.12 887 24 11
3.00 Ganho |19 p13.12 4,185 118 82
2.33 Ganho |19 p13.2 7,442 235 135
3.67 Ganho |19 ql12 3,987 23 11
2.67 Ganho |19 gq13.11 7,498 205 115
2.33 Ganho |19 gl13.2 18,213 746 386
3.67 Ganho |20 p13 62,843 653 369
2.67 Ganho |21 g21.1 3,278 5 1
3.33 Ganho |21 g22.11 1,662 34 5
3.00 Ganho |21 g22.11 1,721 29 15
4.00 Ganho |21 g22.3 2,876 66 32
2.67 Ganho |X pl1.22 10,689 51 34
2.67 Ganho |X g21.1 42,772 211 126
2.67 Ganho |X g28 7,977 139 93
1.00 Perda |1 p36.12 7,937 150 90
1.67 Perda |2 p23.1 21,085 114 72
1.67 Perda g33.1 4,602 44 22
1.67 Perda |2 g35 6,456 28 18
1.33 Perda |3 pl2.1 1,869 5 2
1.67 Perda |4 925 2,887 16 13
1.00 Perda |6 p21.2 7,144 100 68
1.00 Perda |6 p25.1 4,089 27 13
1.00 Perda |6 gl2 3,099 6 4
1.67 Perda |11 p13 2,467 24 18
1.67 Perda |11 p15.4 5,886 34 25
1.67 Perda |13 gqll 1,518 12 5
1.67 Perda |13 gql2.12 1,799 19 11
1.67 Perda |13 gq13.1 5,929 30 17
1.67 Perda |13 g21.1 6,415 12 4
1.67 Perda |13 g21.31 2,732 2 1
1.00 Perda |17 gll.2 5,546 85 58
1.67 Perda |17 g23.2 2,201 16 11
1.67 Perda |21 g21.1 1,962 2 1
1.67 Perda |21 g21.2 5,770 35 15
1.67 Perda |21 g22.13 1,712 11 9




1.67 Perda |22 g11.23 1,855 45 22

1.67 Perda |22 g13.31 1,966 6 0

1.33 Perda |X p22.2 42,638 301 216
LOH 1 p36.12 99,511 914 552
LOH |2 p24.3 129,149 798 456
LOH |2 p25.3 10,633 51 29
LOH 2 g3l.1 1,901 13 6
LOH 2 g32.3 1,396 1 1
LOH 2 g32.3 8,680 70 39
LOH 2 g35 14,071 115 76
LOH |3 p21.31 5,093 153 97
LOH |4 gl2 81,558 361 250
LOH |4 q32.1 3,337 15 8
LOH |4 q32.3 6,730 23 14
LOH |5 p13.1 4,966 24 13
LOH |5 pl4.2 903 0 0
LOH (6 p21.2 7,154 100 68
LOH (6 p22.1 2,700 78 38
LOH 6 p25.1 4,626 35 17
LOH 10 gl1.21 1,638 17 5
LOH 10 q24.32 3,984 54 33
LOH 11 p15.5 51,383 512 303
LOH 13 gll 2,704 25 15
LOH 13 gql2.12 1,415 15 9
LOH 13 gq13.1 7,131 40 21
LOH 16 p11.2 5,211 100 41
LOH 17 p13.3 79,855 1,351 822
LOH |19 p13.3 15,094 481 308
LOH 21 ql1.2 33,753 295 145
LOH 22 gll.l 35,159 549 337
LOH |X p22.2 43,724 311 224
LOH |X gll.2 4,172 13 10
LOH |X gl3.1 8,088 72 42
LOH |X g24 27,934 157 90




Tabela 3 anexo — Caso 3

Nun?er o de Tipo | Cromossomo Cito_ba,m_da de Tamanho(kbp) Quantidade Qucfjrl:{tlild“:d? de
copias inicio de Genes Genes

4.00 Ganho |1 p13.1 3,790 29 20
3.00 Ganho |1 p36.33 116,790 1,203 706
6.00 Ganho |1 g21.1 4,636 58 31
4.00 Ganho |1 g21.2 4,112 151 111
3.00 Ganho |1 q21.3 4,832 143 89
4.00 Ganho |1 q23.1 15,425 208 133
3.00 Ganho |1 g25.1 4,092 17 9
4.00 Ganho |1 g25.2 3,470 30 17
3.00 Ganho |1 g25.3 17,984 76 55
3.00 Ganho |1 g32.3 36,934 289 134
3.00 Ganho |2 pl2 10,253 70 41
4.00 Ganho |2 p13.3 9,805 94 62
3.00 Ganho |2 pl6.1 13,404 69 39
3.00 Ganho |2 p21 2,939 21 13
6.00 Ganho |2 p21 2,722 14 11
4.00 Ganho (2 p22.3 6,585 36 19
3.00 Ganho (2 p23.2 3,362 21 15
3.00 Ganho (2 qll.l 30,983 214 110
3.00 Ganho |2 q22.3 1,958 4 3
4.00 Ganho (2 q23.1 25,736 120 87
3.00 Ganho |2 g3l.1 41,887 234 145
4.00 Ganho |2 g35 5,971 74 52
3.00 Ganho |2 g36.2 4,054 21 10
4.00 Ganho |2 g37.1 11,869 149 87
4.00 Ganho |3 p13 24,145 40 19
4.00 Ganho |3 pl4.2 4,628 11 4
3.00 Ganho |3 pl4.2 8,514 35 17
3.00 Ganho |3 pl4.3 1,375 13 9
2.50 Ganho (3 p26.3 41,163 231 148
3.00 Ganho |3 ql1.2 53,314 366 211




4.00 Ganho |3 g25.1 34,110 164 98
5.00 Ganho |3 g27.1 14,019 147 87
4.00 Ganho |4 pl2 16,370 65 43
3.00 Ganho |4 p15.2 23,361 78 44
4.00 Ganho |4 p16.3 21,314 181 90
3.00 Ganho |4 gql3.1 3,819 1 0
3.00 Ganho |4 gl13.2 4,678 46 35
7.00 Ganho |4 g13.3 1,389 10 7
3.00 Ganho |4 g33 14,510 45 24
4.00 Ganho |4 g35.1 5,941 37 16
3.00 Ganho |5 p13.1 6,197 34 19
4.00 Ganho |5 p15.2 26,677 79 46
5.00 Ganho |5 p15.31 4,089 15 8
4.00 Ganho |5 p15.32 3,170 19 7
5.00 Ganho |5 p15.33 6,152 41 22
3.00 Ganho |5 gl5 54,713 382 261
4.00 Ganho |5 932 31,161 245 149
4.00 Ganho |6 p25.3 28,820 247 160
3.00 Ganho |6 022.33 31,552 189 115
3.00 Ganho |7 gll.1 1,770 3 0
3.00 Ganho |7 gql1.22 10,704 99 48
2.50 Ganho |7 g21.11 4,297 24 16
3.00 Ganho |7 g31.33 589 2 1
4.00 Ganho |7 g31.33 9,518 87 54
3.00 Ganho |7 g33 1,894 10 6
4.00 Ganho |7 q34 5,447 79 39
2.50 Ganho |7 935 3,443 24 5
4.00 Ganho |8 p11.23 14,924 73 54
3.00 Ganho |8 p23.3 36,990 264 141
3.00 Ganho |8 ql1.21 3,227 12 8
4.00 Ganho |8 gql1.23 5,856 26 18
6.00 Ganho |8 gl2.1 7,659 46 23
2.50 Ganho |8 g13.2 11,238 46 26
3.00 Ganho |8 g21.13 9,268 38 22
4.00 Ganho |8 g21.3 6,931 43 22
6.00 Ganho |8 g22.1 49,936 290 167




3.00 Ganho |9 p24.1 4,351 6 4
4.00 Ganho |10 pl1.21 31,484 153 64
3.00 Ganho (10 p15.2 12,967 79 43
6.00 Ganho (10 p15.3 3,262 18 5
3.00 Ganho (10 q25.3 19,759 152 80
4.00 Ganho (11 p12 32,388 535 318
3.00 Ganho |11 gql3.4 21,499 149 85
3.00 Ganho |11 g21 14,729 67 42
4.00 Ganho |12 p11.22 45,051 439 288
5.00 Ganho |12 p13.2 17,965 127 79
6.00 Ganho |12 p13.33 10,731 178 130
5.00 Ganho |12 g21.1 1,552 3 1
6.00 Ganho (12 q21.1 17,215 62 39
3.00 Ganho (12 q22 21,208 183 115
4.00 Ganho (12 q24.21 9,972 125 76
6.00 Ganho (12 q24.32 3,152 11 0
3.00 Ganho (12 q24.33 4,423 40 23
3.00 Ganho (13 ql4.2 66,052 251 133
4.00 Ganho |14 gll.2 2,532 64 31
3.00 Ganho |14 gll.2 2,131 76 57
4.00 Ganho |14 gl2 1,713 7 5
3.00 Ganho |14 gl2 4,765 12 6
17.00 Ganho |14 gl2 4,487 26 18
3.00 Ganho |14 g22.3 6,708 44 29
4.00 Ganho (14 q23.2 42,790 439 222
3.00 Ganho |15 g22.2 8,547 91 55
4.00 Ganho (15 q24.3 24,537 209 99
3.00 Ganho |16 pl1.2 3,335 15 0
3.00 Ganho (16 p13.3 7,689 222 132
4.00 Ganho (16 p13.3 23,735 293 161
3.00 Ganho |17 gl2 21,604 441 282
3.00 Ganho |17 g23.2 20,718 313 189
2.50 Ganho |18 p11.32 15,365 90 46
3.00 Ganho |18 gl2.2 4,218 6 1
3.00 Ganho |19 p13.2 16,334 402 231
3.00 Ganho |19 gll 5,611 24 11




3.00 Ganho (19 q13.12 22,152 853 441
4.00 Ganho (20 p12.3 19,902 108 62
2.50 Ganho |20 p13 4,753 94 55
3.00 Ganho (20 ql1.21 6,064 114 64
4.00 Ganho (20 ql1.23 27,314 320 179
3.00 Ganho |21 pl1.2 25,779 142 53
3.00 Ganho |21 g22.13 7,388 80 56
3.00 Ganho p22.32 8,898 44 32
2.50 Ganho g27.2 12,881 123 78
1.00 Perda |2 p25.1 20,148 151 96
0.00 Perda |2 g21.2 1,272 3 3
1.00 Perda |2 g21.2 3,783 18 10
1.00 Perda |6 g22.31 7,559 29 19
1.00 Perda |6 g25.3 10,674 64 36
1.00 Perda |7 g21.13 20,717 227 134
1.00 Perda |7 g31.32 1,598 9 6
1.00 Perda |7 g36.2 3,015 12 8
1.00 Perda |7 g36.3 1,341 7 2
1.00 Perda |10 g23.33 5,398 66 41
1.00 Perda |16 g21 30,469 301 192
1.00 Perda |18 g22.2 10,782 43 24
1.00 Perda |22 g13.2 9,724 148 87
1.00 Perda |X p22.12 97,189 557 363
1.00 Perda |X p22.33 4,513 31 29
LOH |2 p16.3 4,856 24 13
LOH |2 p25.3 32,162 203 126
LOH |2 ql4.3 22,850 96 46
LOH |2 q35 1,283 11 9
LOH 2 g36.1 1,252 7 4
LOH |3 p22.1 18,106 284 176
LOH 6 g22.31 7,599 29 19
LOH 6 g25.3 10,243 58 32
LOH 7 gll.1 29,438 174 89
LOH 7 g21.13 32,920 280 170
LOH 7 g35 11,970 108 58
LOH 9 p23 28,343 195 116




LOH 10 pl3 19,430 102 62
LOH 10 q23.33 23,216 216 140
LOH 11 pll.2 3,225 12 2
LOH 13 gqll 96,018 460 240
LOH 15 q23 7,733 95 60
LOH 15 g25.3 13,807 105 54
LOH 16 ql1.2 14,307 120 80
LOH 16 g21 28,688 300 192
LOH 17 p13.3 35,849 581 341
LOH 17 g23.1 1,183 12 5
LOH 19 p13.3 7,281 226 161
LOH 22 gq13.1 10,876 163 98
LOH X p22.2 140,489 946 610




Tabela 4 anexo — Caso 4

NL’Jn,we_ro de Tipo Cromossom Cito_bfim_da de Tamanho(kbp) Quantidade ngmild“: d? de
copias ) inicio de Genes Genes

3.00 Ganho|1 p32.1 117,926 982 626
2.67 Ganho|1 p36.33 58,321 828 471
4.50 Ganho|1 g25.2 67,058 487 310
6.00 Ganho|1 q44 975 3 2

3.00 Ganho|1 q44 2,958 68 8

2.33 Ganho|2 pl2 74,302 397 207
2.33 Ganho|2 p16.1 23,074 163 101
2.67 Ganho|2 p21 11,515 47 29
2.33 Ganho|2 p23.1 15,310 92 53
2.67 Ganho|2 p25.3 31,993 202 125
2.33 Ganho|2 g34 3,041 10 9

2.67 Ganho|3 p26.3 166,340 1,051 621
3.67 Ganho|3 g26.1 31,437 228 140
15.00 Ganho|4 p16.3 1,341 28 17
9.33 Ganho|4 p16.3 435 10 8

3.67 Ganho|4 p16.3 1,720 23 13
4.33 Ganho|5 p15.33 46,363 187 101
3.00 Ganho|6 p25.3 42,550 575 382
2.33 Ganho|7 pl1.2 40,172 224 122
4.00 Ganho|7 pl4.3 6,279 35 17
5.33 Ganho|7 g21.3 3,642 106 64
3.33 Ganho|7 g22.1 17,360 99 56
2.33 Ganho|7 g31.31 4,266 15 11
3.33 Ganho|7 gq31.32 34,708 311 165
2.33 Ganho|8 p23.3 117,502 626 368
3.67 Ganho|8 g23.3 28,616 212 114
2.33 Ganho|9 g21.11 70,070 677 381
2.67 Ganho|10 p15.3 94,390 563 307
2.33 Ganho|10 g23.33 33,821 310 191
3.00 Ganho|10 g26.2 2,446 7 4




3.33 Ganho|11 p15.5 57,830 595 325
4.33 Ganho|11 gql2.1 1,792 36 14
3.00 Ganho (11 ql2.1 3,307 109 73
2.33 Ganho |11 ql3.4 59,783 446 263
3.33 Ganho (12 p13.33 48,954 396 263
4.33 Ganho (12 q13.12 6,720 179 121
3.67 Ganho|12 gl13.2 2,305 96 67
4.33 Ganho|12 gql4.1 6,906 25 15
6.00 Ganho|12 gl14.3 9,667 54 38
2.67 Ganho|12 g21.1 59,030 437 261
2.33 Ganho|13 g13.3 3,084 17 8

2.33 Ganho|13 g21.31 50,893 181 98
2.67 Ganho|14 gqll1.2 20,078 211 134
2.67 Ganho |14 q21.2 61,909 565 301
2.33 Ganho (17 p13.3 79,862 1,351 822
3.00 Ganho (18 p11.32 2,255 12 8

3.67 Ganho (18 p11.32 50,878 230 129
3.50 Ganho (18 q21.2 24,280 101 61
3.00 Ganho|19 p13.3 19,220 486 288
2.33 Ganho|19 gll 12,886 222 124
2.33 Ganho|19 g13.2 17,242 716 365
3.67 Ganho|20 pl2.1 741 5 4

2.67 Ganho|20 pl2.1 11,895 85 48
3.00 Ganho|20 p13 13,583 130 75
10.00 Ganho |20 ql1.21 905 27 13
2.67 Ganho |20 ql2 24,461 285 165
3.00 Ganho (21 pl1.2 38,449 304 147
2.33 Ganho|22 gqll.1 5,045 85 43
2.67 Ganho |22 ql1.21 1,059 29 18
2.67 Ganho X p22.33 68,093 417 304
3.00 Ganho|X gl3.1 83,787 559 339
1.67 Perda |4 gl3.1 43,827 238 170
1.67 Perda |4 026 26,940 82 49
1.67 Perda |4 g35.1 4,008 15 8

1.67 Perda |5 g22.3 8,933 33 18
1.67 Perda |5 g3l.1 1,972 25 17




1.33 Perda |7 g36.3 1,333 8 3
1.67 Perda |9 p24.3 31,578 122 83
1.67 Perda |10 g26.3 4,622 41 19
1.67 Perda |13 ql4.2 3,218 39 20
1.67 Perda |15 gll.l 69,207 731 361
1.67 Perda |15 g26.1 9,884 50 20
1.67 Perda |16 p13.3 89,895 945 561
1.67 Perda |19 p13.3 5,066 173 124
1.67 Perda |22 gl1.21 29,027 437 278
LOH |1 p32.1 968 5 2
LOH |3 p21.31 2,946 90 64
LOH |4 gl3.1 43,873 238 170
LOH |4 g24 85,121 327 192
LOH |5 gll.l 131,256 848 538
LOH |6 p21.1 128,819 654 407
LOH |7 p22.3 54,820 343 201
LOH |11 p11.2 4,982 51 28
LOH |13 ql1 96,018 460 240
LOH (14 g21.1 6,977 19 12
LOH |15 gll.2 79,645 807 406
LOH |16 p13.3 90,074 955 567
LOH |17 p13.3 79,862 1,351 822
LOH |19 p13.3 5,050 173 124
LOH |19 gl2 30,322 973 512
LOH |20 gql1.21 7,307 115 63
LOH |22 gll.l 35,159 549 337
LOH |X p11.22 4,253 44 33
LOH |X p22.13 3,205 18 11
LOH |X gll.l 5,691 18 12
LOH |X ql3.1 2,988 46 30
LOH (X g13.2 4,874 25 19
LOH (X g26.2 2,721 28 15




Tabela5-Caso 7

NL’Jn,we_ro de Tipo Cromossomo Cito_bfim_da de Tamanho(kbp) Quantidade de Quoarl:fildhe/lld?de
copias inicio Genes Genes
3.67 Ganho 1 p12 42,495 465 311
2.33 Ganho 1 p21.1 14,127 142 96
2.33 Ganho 1 p21.3 5,387 28 14
4.00 Ganho 1 p34.2 5,351 96 55
5.67 Ganho 1 p34.3 4,880 67 38
4.33 Ganho 1 p35.1 4,614 62 43
2.67 Ganho |1 p36.33 19,269 294 161
2.67 Ganho |1 g23.3 87,128 692 393
3.00 Ganho 2 p25.3 154,929 897 514
2.67 Ganho 2 g24.1 88,078 601 384
2.67 Ganho 3 pl4.2 1,048 12 3
2.33 Ganho 3 p22.3 15,695 228 155
3.00 Ganho 3 p24.1 7,071 28 18
2.50 Ganho 3 p26.3 27,358 154 92
3.33 Ganho |3 gqlll 68,659 454 256
3.67 Ganho |3 g26.1 35,212 232 143
3.00 Ganho |4 pl6.3 49,023 278 144
4.00 Ganho |4 ql2 1,630 14 8
2.67 Ganho |4 ql2 105,238 483 332
2.33 Ganho |4 g32.1 30,276 110 52
2.67 Ganho 5 p15.2 40,229 125 72
2.33 Ganho 5 p15.33 12,585 74 36
2.33 Ganho 5 g21.2 5,231 8 4
3.00 Ganho 6 pl11l.2 8,905 8 6
3.67 Ganho 6 p25.3 56,979 707 468
2.67 Ganho 6 g12 104,539 507 310
2.67 Ganho |7 p21.3 46,664 284 168
3.00 Ganho |7 p22.3 11,114 97 54
2.50 Ganho |7 ql1.21 49,489 401 223
3.00 Ganho |7 g3l.1 40,943 330 180




3.33 Ganho |7 q36.1 6,537 32 18
2.67 Ganho |8 pl1.22 30,554 131 84
2.33 Ganho |8 g23.3 1,440 1 1
2.67 Ganho |8 q24.13 8,662 42 20
2.33 Ganho |8 q24.22 2,190 2 1
3.67 Ganho |9 p13.2 31,083 54 8
3.33 Ganho 9 p24.3 35,738 206 133
2.67 Ganho 9 g21.11 70,070 677 381
3.33 Ganho 10 pl11.22 4,454 17 9
2.33 Ganho 10 p11.23 3,834 14 9
4.33 Ganho 10 p15.3 1,734 13 3
6.67 Ganho 10 p15.3 846 1 0
10.33 Ganho |10 p15.3 2,036 8 2
2.67 Ganho |10 gql1.21 92,626 710 408
2.33 Ganho |11 p12 19,782 261 116
3.00 Ganho 11 p13 1,936 20 15
3.33 Ganho 11 pl4.1 3,806 16 15
2.67 Ganho 11 p15.2 15,024 83 61
2.67 Ganho 11 g13.2 1,722 42 34
4.33 Ganho 11 g13.4 4,881 50 31
2.67 Ganho 11 g22.1 1,038 6 4
3.33 Ganho 12 pll.21 10,728 25 14
2.67 Ganho 12 p12.3 14,842 71 42
2.33 Ganho 12 p13.33 1,053 11 9
3.33 Ganho |12 p13.33 8,721 153 110
2.67 Ganho |12 ql2 91,059 838 528
2.50 Ganho 14 qll.2 86,310 776 437
3.33 Ganho |14 q32.33 649 2 0
2.67 Ganho 15 qll.2 2,193 97 14
2.33 Ganho 15 g21.3 541 3 1
2.67 Ganho 15 022.31 21,750 265 145
2.67 Ganho 15 025.3 5,408 65 38
3.33 Ganho 15 026.1 8,467 40 16
2.50 Ganho 16 pl12.2 8,813 157 86
3.00 Ganho 16 p12.3 1,762 22 12
3.67 Ganho 16 p13.13 7,378 51 25




3.33 Ganho 16 p13.2 840 7 5
4.33 Ganho |16 p13.2 2,763 23 14
3.00 Ganho |16 p13.3 8,247 222 132
2.67 Ganho 17 pll.2 7,663 75 39
3.00 Ganho 17 p13.2 1,855 107 66
3.33 Ganho |17 g21.31 2,929 61 42
2.67 Ganho 17 021.32 8,177 75 55
4.67 Ganho 17 g23.1 4,420 58 38
2.33 Ganho 17 g24.2 5,024 29 19
3.00 Ganho 17 g24.3 5,237 116 68
2.67 Ganho 17 025.3 3,167 46 27
3.33 Ganho 17 025.3 1,650 57 33
4.67 Ganho 18 pl1.31 1,718 9 2
2.67 Ganho |18 p11.31 13,807 66 37
6.00 Ganho 18 p11.32 2,751 16 10
7.67 Ganho 18 p11.32 1,685 13 7
4.00 Ganho 18 qll.2 2,092 15 8
7.33 Ganho 18 qll.2 2,001 6 4
4.33 Ganho 18 gl1.2 846 5 3
2.33 Ganho 18 gl2.1 917 0 0
4.67 Ganho 18 gl2.1 3,099 18 12
2.33 Ganho 19 p12 32,405 749 416
3.67 Ganho 19 p13.12 6,767 174 108
4.33 Ganho 19 p13.2 5,211 174 100
2.33 Ganho |20 pl1.21 6,072 39 17
2.67 Ganho |20 gql1.21 23,729 273 158
3.00 Ganho |20 ql13.2 8,825 142 79
2.33 Ganho |21 g21.1 4,444 13 8
2.67 Ganho |21 g21.2 2,436 7 2
2.67 Ganho 21 g22.11 14,405 181 100
3.67 Ganho 21 022.3 1,582 23 15
2.33 Ganho 22 gl1.21 1,053 18 11
2.67 Ganho 22 gl2.2 1,296 35 22
1.67 Perda 5 g33.3 1,183 12 9
1.67 Perda 8 p23.3 6,042 15 6
1.67 Perda 8 g13.2 2,792 11 7




1.67 Perda 8 q24.23 8,049 117 64
1.33 Perda 10 pl2.2 5,397 32 20
1.67 Perda 10 p15.1 18,544 115 67
1.33 Perda 11 p15.5 13,678 288 155
1.67 Perda 13 ql12.12 7,580 56 31
1.33 Perda 13 q34 1,783 27 16
1.67 Perda 15 g15.2 2,889 57 38
1.67 Perda 16 p12.3 2,609 41 21
1.67 Perda 16 g13 2,420 39 24
1.67 Perda 16 921 17,820 197 131
1.67 Perda 17 p13.1 7,288 68 33
1.67 Perda 17 p13.3 5,930 129 82
1.33 Perda 17 ql2 10,333 320 204
1.33 Perda 17 q22 1,012 16 9
1.33 Perda 17 g24.1 1,160 4 3
1.00 Perda 17 g24.1 906 7 5
1.33 Perda 20 p12.3 18,142 90 53
1.33 Perda 22 gqll.1 5,378 97 50
1.33 Perda 22 gql1.22 8,077 111 63
1.00 Perda 22 gl2.2 2,119 22 15
1.33 Perda 22 g12.3 12,140 214 143
1.00 Perda 22 g13.31 3,223 46 29
1.67 Perda pl11.22 2,341 29 22
1.67 Perda p22.12 4,836 28 17
LOH 1 p21.3 7,328 38 23
LOH 1 p33 47,785 277 161
LOH 1 p36.13 14,358 238 136
LOH 2 q32.3 5,262 20 12
LOH 3 p22.3 55,675 411 252
LOH 3 p26.3 28,271 156 94
LOH 7 gl1.1 4,288 26 7
LOH 7 933 2,610 30 14
LOH 8 p23.3 5,200 15 6
LOH 8 gl1.1 2,794 8 5
LOH 8 g13.2 56,397 251 150
LOH 8 024.23 8,139 117 64




LOH 10 p15.1 25,294 151 86
LOH 11 p15.5 42,407 424 257
LOH 12 p13.2 8,300 94 63
LOH 13 qll 96,018 460 240
LOH 14 032.31 2,647 36 22
LOH 15 915.2 2,507 47 32
LOH 16 p11.2 58,573 438 273
LOH 17 p13.3 57,901 1,033 629
LOH 17 g23.3 17,939 273 160
LOH 18 gql2.1 3,559 5 4
LOH 18 gql2.1 46,053 193 113
LOH 19 q13.42 5,377 256 104
LOH 20 p13 25,176 143 76
LOH 20 011.22 3,335 58 39
LOH 22 gqll.1 35,159 549 337
LOH X pl1.22 5,728 51 34
LOH X p11.3 3,733 109 86
LOH X p22.11 2,600 18 11
LOH X p22.13 3,818 22 14
LOH X gqlll 5,738 18 12
LOH X gql3.1 9,899 93 57
LOH X g21.33 8,484 86 45
LOH X q23 2,893 13 8
LOH X q23 24,477 162 99
LOH X 928 3,971 109 75




Tabela 6 anexo — Caso 10

Nuc?::;sde Tipo Cromossomo Citoi?]?:i((j)a de Tamanho(kbp) Q(;Jea ?32?12? i Quant%l\z:ldlg/l de®Genes
2.33 Ganho 1 p36.33 14,335 220 122
2.50 Ganho 1 g21.1 8,336 200 133
2.67 Ganho 1 g24.1 8,486 97 51
3.33 Ganho 1 g31.1 1,653 1 1
2.67 Ganho 1 g31.1 11,553 35 27
2.67 Ganho 1 g4l 16,979 144 76
2.67 Ganho 1 q43 7,801 93 24
2.33 Ganho 2 p23.3 3,535 64 45
2.33 Ganho 3 g13.11 55,523 381 226
3.00 Ganho 3 025.33 26,040 132 85
3.00 Ganho 3 028 7,504 7 39
2.67 Ganho 5 p15.33 32,963 110 58
3.00 Ganho 6 p21.32 22,316 285 199
3.33 Ganho 6 p22.3 15,621 311 206
3.33 Ganho 6 ql4.1 1,696 4 4
2.67 Ganho 6 ql5 18,394 55 35
2.33 Ganho 7 pl2.2 46,624 249 135
2.67 Ganho 7 g21.3 9,101 160 90
2.33 Ganho 7 q36.3 3,403 20 10
2.33 Ganho 8 g22.1 3,903 29 19
3.00 Ganho 8 g22.2 47,238 277 159
2.67 Ganho 9 g31.1 1,069 7 2
3.33 Ganho 9 34.13 2,741 49 31
2.33 Ganho 9 q34.3 3,611 119 65
2.67 Ganho 11 g13.1 42,815 382 240
2.33 Ganho 11 022.3 6,900 62 39
2.33 Ganho 13 gql13.1 7,973 46 24
2.33 Ganho 14 ql1.2 29,958 233 147
2.33 Ganho 20 pl11.23 10,532 87 45
2.33 Ganho 20 ql2 12,815 136 80
2.33 Ganho 20 q13.31 5,638 52 28




1.33 Perda 1 p32.1 22,777 102 63
1.33 Perda 1 p36.21 20,512 323 181
1.67 Perda 2 p23.2 214,060 1,314 785
1.67 Perda 2 p25.3 25,411 119 67
1.67 Perda 3 p26.3 103,947 650 383
1.67 Perda 3 q28 644 5 5
1.33 Perda 4 g22.1 81,537 317 211
1.33 Perda 4 g33 11,926 27 18
1.67 Perda 4 g35.1 7,343 50 20
1.33 Perda 5 gl1.1 52,015 245 143
1.33 Perda 5 g21.1 36,919 200 126
1.67 Perda 6 gl4.1 4,700 29 18
1.33 Perda 6 g21 22,242 118 69
1.00 Perda 6 g22.33 3,495 17 9
1.33 Perda 6 q23.2 38,332 235 141
1.33 Perda 7 p22.3 49,008 340 204
1.67 Perda 7 g22.3 42,191 284 156
1.33 Perda 7 g35 7,966 87 48
1.67 Perda 8 p21.1 8,097 47 27
1.00 Perda 8 p21.3 7,962 72 54
1.00 Perda 8 p22 3,591 7 5
1.33 Perda 8 p22 2,366 16 13
1.33 Perda 8 p23.2 8,535 108 35
1.00 Perda 8 p23.3 4,720 15 6
1.33 Perda 10 p15.3 711 4 2
1.67 Perda 10 p15.3 42,699 213 113
1.33 Perda 10 gql1.21 32,421 226 127
1.67 Perda 10 q22.2 59,448 479 280
1.67 Perda 11 pl4.1 4,810 18 16
1.67 Perda 11 p15.5 24,777 357 205
1.67 Perda 11 gl1 10,471 307 167
1.67 Perda 11 023.3 13,418 173 109
0.67 Perda 11 g24.3 5,182 26 15
1.67 Perda 12 p13.33 110,144 954 625
1.33 Perda 12 g24.11 15,123 178 115
1.67 Perda 12 024.33 852 10 6




0.67 Perda 12 q24.33 1,178 19 10
1.33 Perda 13 gql4.11 74,796 317 163
1.33 Perda 14 g23.1 7,233 50 32
1.00 Perda 14 g23.3 4,694 45 27
1.33 Perda 14 q24.2 30,312 307 148
1.67 Perda 14 g32.31 4,786 66 36
1.67 Perda 15 gl1.1 13,806 175 40
1.33 Perda 15 gql4 23,872 233 139
1.67 Perda 15 g21.3 44,525 418 230
1.67 Perda 16 pl12.2 12,401 183 97
1.33 Perda 16 gl1.2 30,834 295 196
1.67 Perda 16 g24.2 1,580 50 30
1.33 Perda 17 p13.3 49,759 963 588
1.67 Perda 17 q21.33 30,079 391 235
1.67 Perda 18 p11.32 7,087 42 20
1.33 Perda 19 ql2 28,989 968 511
1.67 Perda 20 pl2.1 3,314 31 15
1.33 Perda 20 gql1.21 8,273 104 60
1.33 Perda 21 pl1l.2 30,703 181 79
1.67 Perda 22 gl1.1 2,574 29 11
1.67 Perda 22 gql1.22 6,649 86 47
1.67 Perda 22 gl2.2 8,759 133 96
1.67 Perda 22 g13.31 1,887 6 0
1.00 Perda 22 g13.33 1,036 38 29
1.33 Perda p22.33 47,684 242 175
1.33 Perda q13.3 28,137 92 61
LOH 1 p36.21 68,446 715 414
LOH 1 q21.2 37,919 594 386
LOH 1 g32.1 15,119 132 96
LOH 1 g42.3 4,839 18 11
LOH 2 p23.3 215,176 1,324 792
LOH 2 p25.3 25,475 120 68
LOH 3 p26.3 103,914 650 383
LOH 3 g13.13 5,624 42 22
LOH 3 g21.3 14,085 112 63
LOH 3 025.2 5,181 29 15




LOH 3 027.2 4,952 43 30
LOH 4 021.3 102,980 405 254
LOH 5 gqll.l 131,256 848 538
LOH 6 p25.3 16,510 98 57
LOH 6 q14.2 3,957 23 15
LOH 6 921 64,349 371 220
LOH 7 p22.3 49,008 340 204
LOH 7 q22.3 50,227 369 203
LOH 8 p23.3 36,489 264 141
LOH 10 p15.3 135,308 921 521
LOH 11 p15.5 32,239 384 228
LOH 11 qll 16,880 452 271
LOH 11 023.1 23,123 234 148
LOH 12 p13.33 133,629 1,185 764
LOH 13 913.3 75,012 319 164
LOH 14 023.1 47,277 466 241
LOH 15 g11.2 79,645 807 406
LOH 16 p13.3 35,188 535 295
LOH 16 ql1.2 30,912 296 197
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822
LOH 18 p11.32 7,405 43 20
LOH 19 ql2 28,921 966 509
LOH 20 ql1.22 8,187 104 60
LOH 21 ql1.2 33,753 295 145
LOH 22 011.22 16,863 255 166
LOH X p22.33 48,260 258 189
LOH X gqll.1l 5,691 18 12
LOH X 913.3 28,308 93 62
LOH X 923 2,878 16 9




Tabela 7 anexo — Caso 15

Nl]rTle_ro de Tipo | Cromossomo Cito_bfim_da de Tamanho(kbp) Quantidade de Q?Jg/rl1lt|i\ga®de
copias inicio Genes de Genes

2.67 Ganho |1 g21.3 33,682 420 263
3.00 Ganho |1 g42.12 22,723 204 83
2.33 Ganho |2 q31.2 36,755 193 118
2.67 Ganho |3 ql1.2 42,193 293 163
2.67 Ganho |3 g25.31 41,236 266 163
2.33 Ganho |4 q33 19,260 76 37
2.67 Ganho q31.3 33,075 231 149
2.50 Ganho |6 p22.3 31,895 552 373
3.00 Ganho |6 p25.3 18,315 109 63
2.33 Ganho |8 g23.3 548 1 1
2.67 Ganho |8 g24.21 18,946 156 82
2.33 Ganho |9 p21.2 1,224 7 3
2.33 Ganho |9 p21.3 1,518 5 4
2.33 Ganho |9 g34.3 2,090 91 49
2.33 Ganho |14 ql2 1,272 2 0
2.33 Ganho |14 g21.1 2,257 1 1
2.67 Ganho |15 g22.2 2,152 9 7
2.67 Ganho |16 p13.13 44,046 337 179
2.67 Ganho |17 p13.3 980 15 10
2.33 Ganho |17 q24.2 8,354 82 51
2.67 Ganho |17 g25.3 4,043 93 56
2.33 Ganho |19 gll 1,222 1 0
2.33 Ganho |19 gql3.11 783 14 7
2.33 Ganho |19 gql3.11 1,076 38 21
2.67 Ganho |20 p13 3,646 7 43
2.33 Ganho |20 gql1.22 1,322 22 13
1.33 Perda |1 p36.12 2,306 29 15
1.33 Perda |2 p21 1,389 12 7
1.67 Perda |2 p25.3 4,914 21 13
1.67 Perda |3 p24.3 18,457 90 66




1.67 Perda |4 pl2 4,332 20 11
1.67 Perda 4 p15.31 22,793 77 43
1.67 Perda |4 p16.3 3,385 62 37
1.67 Perda |4 ql3.2 2,817 43 30
1.33 Perda |5 gql2.1 31,662 162 94
1.33 Perda |6 gl6.1 14,612 66 40
1.33 Perda 6 g23.3 34,304 201 118
1.67 Perda 8 p23.3 43,512 326 188
1.67 Perda 8 g21.12 29,974 147 89
1.67 Perda 12 p13.33 28,703 308 215
1.50 Perda 13 gll 96,018 460 240
1.67 Perda 14 g21.3 59,065 554 297
1.33 Perda |15 923 19,395 213 113
1.50 Perda 16 p13.3 11,534 246 148
1.33 Perda |16 g22.2 17,107 146 90
1.33 Perda 17 p13.3 41,391 802 477
1.67 Perda |19 p13.3 7,291 227 161
1.67 Perda |19 ql3.2 17,200 713 363
1.33 Perda 21 g22.11 2,842 37 21
1.33 Perda 21 g22.13 10,143 139 82
1.67 Perda 22 gll.1 35,159 549 337
1.67 Perda X p11.22 21,926 149 92
1.67 Perda X p22.33 28,107 156 114
1.67 Perda X g21.1 53,846 255 159
LOH 1 g31.1 61,312 485 274
LOH 2 p25.3 90,224 564 343
LOH 3 p26.3 197,789 1,279 761
LOH 4 p12 4,332 20 11
LOH 4 p16.3 42,687 253 131
LOH 5 ql2.1 32,226 162 94
LOH 5 g35.3 3,768 65 30
LOH 6 gl16.1 74,732 402 239
LOH 7 p22.3 57,970 380 222
LOH 8 p23.3 43,579 326 188
LOH 8 g21.12 30,217 148 90
LOH 12 p13.33 28,599 308 215




LOH 13 gqll 96,018 460 240
LOH 14 q21.3 59,686 555 298
LOH 15 q22.2 40,536 395 215
LOH 16 pl13.3 11,726 249 150
LOH 16 ql2.2 34,518 372 240
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822
LOH 18 p11.32 77,995 343 198
LOH 19 p13.3 7,421 233 165
LOH 19 q13.2 17,316 718 366
LOH 21 g22.11 3,223 38 21

LOH 21 g22.13 10,143 139 82

LOH 22 gqlll 35,159 549 337
LOH X p22.33 155,041 1,019 669




Tabela 8 anexo — Caso 17

Nuc?::;sde Tipo Cromossomo C;;Oiz?;ia Tamanho(kbp) Q(;Jeagt(iizge Quant%l\z:ldlg/l de®Genes
2.50 Ganho 1 p32.3 2,824 28 15
4.00 Ganho 1 p32.3 1,429 24 11
3.00 Ganho 1 p32.3 30,089 138 82
4.00 Ganho 1 p35.2 900 17 9
3.00 Ganho 1 p35.2 18,681 269 160
2.50 Ganho 1 g21.2 84,111 941 614
3.00 Ganho 1 q42.2 15,425 132 45
3.00 Ganho 2 p25.3 65,802 381 229
2.50 Ganho 2 gll.2 756 8 5
3.00 Ganho 3 p21.31 41,967 315 190
3.00 Ganho 3 g13.31 1,035 3 3
3.00 Ganho 3 g22.3 12,318 73 46
4.00 Ganho 3 g25.1 47,783 311 185
2.50 Ganho 4 p16.3 2,398 48 27
2.50 Ganho 5 p15.1 20,935 60 33
2.50 Ganho 5 q23.2 20,543 248 180
2.50 Ganho 5 g35.2 4,861 93 50
3.00 Ganho 6 p22.3 3,472 9 5
3.00 Ganho 6 q22.1 35,832 201 123
5.00 Ganho 6 g25.1 1,493 9 5
3.00 Ganho 6 g25.2 13,805 72 40
4.00 Ganho 6 q27 3,993 34 19
3.00 Ganho 7 p15.1 2,431 30 16
3.00 Ganho 7 g3l.1 12,882 39 26
3.00 Ganho 8 gl1.21 20,052 97 56
5.00 Ganho 8 g13.3 7,637 31 18
4.00 Ganho 8 g21.12 9,952 42 24
5.00 Ganho 8 q21.3 22,228 117 74
6.00 Ganho 8 q23.2 17,235 65 36
5.00 Ganho 8 g24.21 17,536 151 80
3.00 Ganho 9 p21.3 2,380 4 3




4.00 Ganho 9 q34.3 2,872 106 61
3.00 Ganho 10 ql1.22 2,896 31 12
2.50 Ganho 11 p13 23,001 151 73
2.50 Ganho 12 pl2.1 36,813 400 258
2.50 Ganho 12 ql4.2 8,892 63 44
3.00 Ganho 12 g24.31 916 9 4
3.00 Ganho 14 g24.1 1,305 12 6
3.00 Ganho 14 032.33 746 4 0
2.50 Ganho 15 ql4 410 4 1
2.50 Ganho 15 g26.1 772 12 5
2.50 Ganho 16 p13.2 26,038 305 158
3.00 Ganho 17 p13.3 6,942 182 112
3.00 Ganho 17 q25.3 3,560 86 52
3.00 Ganho 18 p11.32 6,044 37 18
2.50 Ganho 18 ql2.2 5,100 7 2
2.50 Ganho 19 p13.2 14,335 352 206
2.50 Ganho 19 q13.13 13,816 525 322
2.50 Ganho 20 p13 13,986 134 78
2.50 Ganho 20 gl1.21 15,788 238 129
3.00 Ganho 20 gl3.12 4,569 41 25
4.00 Ganho 20 gl13.2 12,486 151 85
4.00 Ganho 22 gll.1 7,656 131 68
2.50 Ganho X p21.2 13,026 45 29
1.00 Perda 1 p36.33 30,454 470 265
1.00 Perda 2 g37.1 7,747 79 43
1.50 Perda 3 p25.1 6,861 24 12
1.00 Perda 4 ql2 128,865 560 361
1.00 Perda gql2.3 58,786 243 143
1.00 Perda 6 pl2.3 12,103 73 47
1.00 Perda 6 p22.1 15,831 387 256
1.00 Perda 7 p22.3 28,689 193 119
1.00 Perda 7 gql1.22 18,450 129 71
1.00 Perda 8 p23.3 39,951 299 165
1.50 Perda 10 p15.3 35,495 195 108
1.00 Perda 11 p15.5 17,478 309 174
1.50 Perda 11 gl2.1 6,184 151 75




1.00 Perda 11 q13.5 59,455 441 259
1.00 Perda 12 p13.33 23,833 278 199
1.50 Perda 12 g24.11 2,364 33 24
1.50 Perda 13 gqll 27,971 199 100
1.00 Perda 13 ql4.13 26,328 93 50
1.50 Perda 13 q22.1 37,035 128 69
1.50 Perda 15 gll.1 7,133 136 23
1.50 Perda 15 g15.2 2,868 54 34
1.00 Perda 16 p13.3 4,069 190 113
1.00 Perda 16 g21 27,106 299 191
1.00 Perda 17 p13.1 19,490 238 131
1.00 Perda 17 gll.2 10,344 164 102
1.00 Perda 17 ql2 7,271 238 141
1.00 Perda 17 q21.32 25,898 264 170
1.50 Perda 17 g25.1 3,069 73 42
1.50 Perda 18 g21.1 11,121 60 38
1.00 Perda 18 g22.2 10,047 40 21
1.00 Perda 19 p13.3 9,932 305 205
1.00 Perda 19 ql13.42 4,212 163 76
1.00 Perda 21 pll.2 24,215 118 39
1.00 Perda 22 gql1.23 27,475 418 269
1.00 Perda p22.33 23,910 139 106
1.00 Perda 925 33,343 294 181
LOH 1 p36.33 31,143 481 271
LOH 2 p16.1 2,608 23 13
LOH 2 g37.1 7,816 79 43
LOH 3 p21.31 2,768 78 51
LOH 3 p26.3 44,830 268 166
LOH 3 gq13.11 3,595 21 12
LOH 4 ql2 132,765 566 363
LOH 5 gl13.2 55,139 220 129
LOH 6 p22.3 35,522 589 399
LOH 6 p24.1 5,686 25 16
LOH 7 p22.3 28,927 193 119
LOH 7 gql1.22 19,890 131 73
LOH 8 p23.3 40,465 300 165




LOH 10 p15.3 36,351 199 110
LOH 10 g25.3 3,159 20 15
LOH 11 p15.5 18,041 318 180
LOH 11 gql2.1 3,869 81 43
LOH 11 q13.3 66,390 535 319
LOH 12 p13.33 23,992 278 199
LOH 12 g24.11 3,064 39 30
LOH 13 gqll 96,018 460 240
LOH 15 g24.1 3,641 61 41
LOH 16 p13.3 4,680 207 123
LOH 16 g21 27,542 299 191
LOH 17 p13.3 21,817 399 228
LOH 17 gqlll 54,936 952 594
LOH 18 ql2.3 16,702 89 54
LOH 18 q22.2 9,955 39 20
LOH 19 pl13.3 9,693 300 202
LOH 19 q13.42 4,382 173 84
LOH 21 pl1.2 24,609 125 41
LOH 22 q11.23 27,629 421 270
LOH X p11.22 3,409 40 29
LOH X p22.33 23,927 139 106
LOH X q13.3 2,527 9 6
LOH X g21.32 61,983 482 291




Tabela 9 anexo — Caso 19

Nucrg;:;sde Tipo Cromossomo Citoiz?:i((j)a de Tamanho(kbp) Quag;::ge de Quant%“:(;:/l de®Genes
2.50 Ganho 2 p23.3 12,906 121 7
2.50 Ganho 2 p25.3 24,632 111 62
3.00 Ganho 2 g32.2 1,158 14 9
3.00 Ganho 2 q34 29,257 252 153
3.00 Ganho 4 p15.33 24,982 64 37
4.00 Ganho 4 p16.3 13,546 151 73
2.50 Ganho 5 q23.1 25,992 255 184
2.50 Ganho 6 p21.33 2,620 140 103
3.00 Ganho 8 gql1.23 3,952 24 16
3.00 Ganho 8 g21.13 1,497 7 4
4.00 Ganho 8 g21.13 22,117 124 71
5.00 Ganho 8 g22.3 11,436 23 19
6.00 Ganho 8 g23.3 19,323 91 49
5.00 Ganho 8 q24.22 8,915 39 22
4.00 Ganho 8 g24.3 2,166 84 44
3.00 Ganho 9 g22.33 39,405 476 276
2.50 Ganho 10 g24.31 3,114 68 46
3.00 Ganho 11 gql2.1 42,914 552 353
3.00 Ganho 12 p13.33 25,385 286 202
3.00 Ganho 14 q32.2 5,558 162 59
2.50 Ganho 15 ql4 2,940 16 5
2.50 Ganho 15 g22.31 8,173 87 51
3.00 Ganho 16 g23.1 647 2 2
3.00 Ganho 17 gl2 1,306 38 28
2.50 Ganho 17 g21.31 8,500 180 125
2.50 Ganho 17 g22 23,583 312 188
3.00 Ganho 17 g25.3 1,390 59 35
2.50 Ganho 19 p13.11 2,893 35 15
2.50 Ganho 20 pl1.21 3,079 35 21
1.00 Perda 1 p36.31 31,757 469 274
1.00 Perda 3 p26.3 41,898 233 149




1.00 Perda 3 q27.3 11,368 106 58
1.00 Perda 4 g21.23 55,371 212 148
1.00 Perda 4 g31.21 13,561 60 40
1.00 Perda 5 g23.1 1,843 7 2
1.00 Perda 6 p21.1 128,833 654 407
1.00 Perda 7 p22.3 26,238 164 99
1.00 Perda 9 p24.3 43,908 257 146
1.00 Perda 10 g25.1 28,233 167 93
1.00 Perda 11 p15.5 31,135 377 222
1.00 Perda 11 g24.1 11,338 101 51
1.00 Perda 12 g21.31 47,435 398 233
1.00 Perda 13 g13.2 80,387 347 179
1.00 Perda 14 g23.1 13,097 105 67
1.50 Perda 16 p13.3 3,994 25 17
1.00 Perda 16 g21 12,771 177 118
1.00 Perda 17 p13.1 27,397 339 192
1.00 Perda 19 p13.3 8,786 277 194
1.00 Perda 19 gqll 31,339 974 512
1.50 Perda 21 g21.1 30,355 281 138
1.00 Perda 22 gll.1 4,874 82 42
1.00 Perda 22 gql1.22 28,140 426 273
1.00 Perda X p22.33 155,041 1,019 669
LOH 1 p36.31 32,194 473 277
LOH 1 g22 2,629 67 44
LOH 2 p23.3 1,898 18 12
LOH 3 p21.31 3,638 111 72
LOH 3 p26.3 42,076 234 150
LOH 3 q27.3 11,383 106 58
LOH 4 q21.23 70,192 281 192
LOH 5 q23.1 64,017 553 363
LOH 6 p25.3 170,708 1,220 782
LOH 7 p22.3 27,247 188 116
LOH 7 g31.31 3,806 8 7
LOH 9 p24.3 38,979 237 148
LOH 10 g25.1 29,620 194 105
LOH 11 pll.2 4,347 37 19




LOH 11 p15.5 31,297 379 224
LOH 11 q24.1 11,656 103 52

LOH 12 q21.31 48,048 400 235
LOH 13 q13.2 80,392 347 179
LOH 14 g23.1 13,216 105 67

LOH 16 p13.3 3,980 25 17

LOH 16 g21 13,097 178 118
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822
LOH 19 p13.3 9,114 284 196
LOH 19 gqll 31,339 974 512
LOH 21 g21.1 30,316 281 138
LOH 22 gqlll 35,159 549 337
LOH X p22.33 155,041 1,019 669




Tabela 10 anexo — Caso 20

N””?e_r o de Tipo Cromossomo Cito_ba}n_da de Tamanho(kbp) Quantidade QOuI;/rI:tli\gfje
copias inicio de Genes de Genes

3.00 Ganho |1 p13.3 60,251 656 435
3.00 Ganho |1 p36.33 107,177 1,075 621
4.00 Ganho |1 q24.2 79,811 634 357
3.00 Ganho |2 p25.3 233,699 1,393 835
2.50 Ganho |2 g37.1 1,304 25 19
3.00 Ganho |2 g37.1 7,371 66 33
3.00 Ganho |3 p26.3 197,789 1,279 761
3.00 Ganho |5 p15.33 180,660 1,035 639
3.00 Ganho |7 p22.3 159,077 1,140 642
10.00 Ganho |8 pl1.21 655 7 6
3.00 Ganho |8 pll.21 1,672 16 14
8.00 Ganho |8 p11.23 1,113 17 13
3.00 Ganho |8 gql1.23 3,530 18 14
6.00 Ganho (8 q24.13 20,733 165 87
3.00 Ganho |10 p15.3 135,308 921 521
3.00 Ganho |11 gl2.2 11,219 321 227
4.00 Ganho |11 ql13.4 7,416 81 51
3.00 Ganho |11 gql4.1 5,290 11 4
4.00 Ganho |11 ql4.1 3,608 21 12
3.00 Ganho |11 ql14.3 7,686 61 27
3.00 Ganho |11 g22.1 4,611 29 19
3.00 Ganho |11 q23.1 9,305 108 79
3.00 Ganho |11 g24.1 5,801 74 35
4.00 Ganho |11 q24.3 3,660 19 12
3.00 Ganho |11 925 2,522 15 9
3.00 Ganho |12 p13.33 133,629 1,185 764
3.00 Ganho |19 pl2 1,827 19 6




4.00 Ganho |19 p13.2 1,528 65 43
3.00 Ganho |19 p13.2 1,533 55 30
4.00 Ganho |19 p13.2 4,730 125 73
3.00 Ganho |19 p13.3 2,501 55 39
5.00 Ganho |19 gqll 4,550 15 7
3.00 Ganho |19 gl2 26,774 959 505
3.00 Ganho |21 pll.2 35,750 241 117
4.00 Ganho |21 g22.3 2,689 63 30
1.00 Perda |8 p11.22 1,881 9 7
1.00 Perda |8 p23.3 37,814 275 149
1.00 Perda |8 g21.11 10,263 35 20
1.50 Perda |13 ql4.3 2,032 22 12
1.50 Perda |13 g22.1 1,741 6 4
1.50 Perda |13 g32.1 19,900 112 59
1.50 Perda |15 ql4 1,842 39 24
1.00 Perda |15 g24.1 1,447 30 16
1.00 Perda |19 p13.11 2,194 44 28
1.00 Perda |19 p13.2 2,458 77 42
1.00 Perda |19 p13.3 4,734 172 123
1.00 Perda |22 gli.1 35,159 549 337
1.00 Perda (X p22.33 155,041 1,019 669
LOH 1 g21.1 3,821 50 26
LOH 6 p25.3 170,708 1,220 782
LOH 7 gli.1 5,709 42 15
LOH 8 p23.3 37,955 280 154
LOH 8 g21.11 50,954 228 139
LOH 11 pll.2 5,296 58 31
LOH 11 gl13.2 3,553 83 68
LOH 13 gll 96,018 460 240
LOH 14 gl1.2 87,063 778 437




LOH 15 ql1.2 79,645 807 406
LOH 17 pl13.3 79,862 1,351 822
LOH 19 pl3.2 2,709 88 48

LOH 19 pl13.3 4,754 172 123
LOH 22 gqlll 35,159 549 337
LOH X p22.33 155,041 1,019 669




Tabela 11 anexo — Caso 25

NL’Jn,we_ro de Tipo Cromossomo Cito_bfim_da de| Tamanho(kb | Quantidade Quzrl:ilildl\;l df de
copias inicio p) de Genes Genes

3.00 Ganho 1 p35.1 10,732 155 99
3.00 Ganho 1 p36.33 4,283 97 48
3.00 Ganho 1 g21.1 7,739 176 117
3.00 Ganho 1 q22 9,729 187 127
3.00 Ganho 5 p15.2 32,324 111 62
4.00 Ganho 5 p15.33 11,196 73 36
3.00 Ganho 6 pl1.2 5,288 2 1
3.00 Ganho 6 p22.1 2,357 97 58
4.00 Ganho 6 p22.3 11,527 147 103
3.00 Ganho 6 p24.1 4,423 21 12
4.00 Ganho 6 p25.1 8,951 49 28
3.00 Ganho 6 p25.3 4,064 34 19
3.00 Ganho 7 pl4.1 10,344 76 50
3.00 Ganho 7 g33 23,599 220 108
3.00 Ganho 10 p13 14,933 91 56
3.00 Ganho 10 p15.3 7,073 48 22
3.00 Ganho 12 p13.33 28,038 307 215
3.00 Ganho 14 g32.2 2,556 115 34
3.00 Ganho 15 q21.2 3,003 10 7
3.00 Ganho 15 q22.2 8,188 90 54
4.00 Ganho 15 g23 14,946 191 103
3.00 Ganho 15 g25.3 7,967 71 39
4.00 Ganho 15 g26.1 4,545 10 2
3.00 Ganho 15 g26.2 4,049 31 14
3.00 Ganho 17 g21.33 17,054 171 108
3.00 Ganho 19 gll 16,603 333 193
3.00 Ganho 20 pl2.2 5,438 14 8
4.00 Ganho 20 pl2.3 3,054 11 7
3.00 Ganho 20 p13 8,524 115 67
3.00 Ganho 20 ql3.13 14,529 174 102




2.50 Ganho 21 g21.1 3,903 12 7
2.50 Ganho X p21.1 1,537 12 8
1.00 Perda 1 p31.3 33,115 173 102
1.00 Perda 1 p36.11 9,149 157 88
1.00 Perda 2 q37.3 3,622 52 27
1.00 Perda 4 g22.1 35,514 165 120
1.00 Perda 4 g31.23 18,082 75 42
1.00 Perda 4 g34.1 18,685 75 37
1.00 Perda 5 gll.2 62,249 279 165
1.00 Perda 6 p21.33 20,944 328 228
1.00 Perda 6 gql4.1 90,811 464 280
1.00 Perda 7 p22.3 24,867 156 94
1.00 Perda 8 p23.3 19,471 145 59
1.00 Perda 8 g24.3 1,485 61 35
1.00 Perda 9 p24.3 31,537 122 83
1.00 Perda 10 pl2.1 10,356 43 24
1.50 Perda 10 pl4 4,950 18 10
1.00 Perda 11 p15.5 44,999 443 264
1.00 Perda 11 g23.3 16,754 172 102
1.00 Perda 12 g24.21 18,973 178 101
1.00 Perda 13 gll 96,018 460 240
1.00 Perda 14 gll.2 59,673 435 279
1.00 Perda 15 g21.3 7,132 44 29
1.00 Perda 17 p13.2 42,842 816 492
1.00 Perda 17 q24.2 14,773 246 146
1.00 Perda 19 p13.2 2,142 59 33
1.00 Perda 21 q21.1 13,398 94 28
1.00 Perda 21 g22.11 7,551 64 40
0.00 Perda 21 q22.3 1,355 20 12
1.00 Perda 21 q22.3 3,897 80 43
1.00 Perda 22 gl2.3 14,500 251 163
1.00 Perda p11.22 104,665 695 429
1.00 Perda p22.33 37,078 177 127
LOH 1 p31.3 33,712 175 104
LOH 1 p36.33 35,798 554 314
LOH 2 p23.3 2,599 59 41




LOH 2 q37.3 3,939 58 31
LOH 4 q21.3 36,521 171 125
LOH 4 q31.23 18,237 75 42
LOH 4 q34.1 18,861 75 37
LOH 5 ql1.2 63,168 288 172
LOH 6 p22.1 25,439 482 318
LOH 6 p25.1 10,726 60 33
LOH 6 ql4.1 91,056 466 281
LOH 7 p22.3 25,279 159 95
LOH 8 p23.3 19,687 147 61
LOH 8 gqlll 2,710 7 5
LOH 9 p24.3 31,626 122 83
LOH 10 pl2.1 11,533 50 26
LOH 10 pl4 5,953 25 12
LOH 11 p15.5 45,542 445 266
LOH 11 q23.3 16,980 178 108
LOH 12 q24.21 18,430 175 99
LOH 13 gqll 96,018 460 240
LOH 14 ql1.2 79,101 551 346
LOH 14 032.32 3,632 51 26
LOH 15 g21.3 47,258 437 242
LOH 16 pl1.2 3,908 28 7
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822
LOH 19 p13.3 13,791 442 289
LOH 19 q13.12 2,859 73 33
LOH 19 q13.31 14,744 642 319
LOH 21 gq21.1 27,307 269 131
LOH 22 ql2.2 2,959 63 40
LOH 22 ql2.3 14,402 250 162
LOH X p22.33 155,041 1,019 669




Tabela 12 anexo — Caso 27

NL’Jn,we_ro de Tipo Cromossomo Cito_ba,m_da de Tamanho(kbp) Quantidade de Quoarl:fildhe/lld?de
copias inicio Genes Genes

2.67 Ganho 2 p25.3 48,424 301 184
2.50 Ganho 2 g24.1 6,879 32 24
2.33 Ganho 3 qlll 13,122 59 23
2.33 Ganho 3 q24 14,002 79 46
2.33 Ganho 3 g26.1 15,094 49 29
2.67 Ganho 3 g26.32 19,340 183 115
2.33 Ganho g35.2 5,683 104 54
2.67 Ganho 6 p22.3 35,059 585 397
2.67 Ganho 6 g12 14,925 49 35
2.33 Ganho 7 p22.3 4,973 49 30
2.33 Ganho 7 g31.1 45,255 344 189
2.67 Ganho 8 022.3 41,621 235 133
2.33 Ganho 9 p24.3 25,874 108 78
2.67 Ganho 9 g31.3 28,279 418 240
2.33 Ganho 11 pll.2 6,894 21 2
3.00 Ganho 12 p13.33 32,142 329 222
2.33 Ganho 12 q13.13 2,908 94 60
2.33 Ganho 12 ql4.1 3,648 8 6
2.33 Ganho 12 g21.31 8,898 28 15
2.33 Ganho 14 qll.2 1,783 61 31
2.33 Ganho 14 023.3 964 2 1
2.33 Ganho 15 gql4 2,411 7 1
2.67 Ganho 15 025.3 15,440 107 54
2.33 Ganho 16 p13.3 3,250 173 102
2.67 Ganho 16 g24.1 1,840 20 9
2.67 Ganho 16 g24.3 1,064 33 19
2.33 Ganho 19 pl2 4,906 1 0
2.33 Ganho 19 p13.11 5,742 121 74
2.33 Ganho 19 p13.2 2,417 81 48
3.33 Ganho 19 p13.2 3,770 98 53




2.33 Ganho 19 gql13.11 1,372 14 8
2.67 Ganho 20 pl2.1 10,016 79 48
2.33 Ganho 20 pl13 15,619 136 79
2.33 Ganho 20 g13.12 12,219 94 57
2.33 Ganho 20 g13.33 3,087 89 51
3.33 Ganho X q13.3 12,114 35 25
1.33 Perda 1 p36.33 34,755 541 303
1.67 Perda 2 g24.3 19,837 127 91
1.67 Perda 2 g32.1 6,047 35 24
1.67 Perda 2 g33.1 8,534 77 41
1.67 Perda 2 036.1 15,204 119 75
1.33 Perda 4 p16.3 45,804 255 134
1.33 Perda 4 g13.3 11,542 89 61
1.33 Perda 4 g31.23 40,199 163 85
1.33 Perda 5 gql1.1 63,909 280 166
1.67 Perda 5 q34 9,734 47 27
1.33 Perda 6 q16.2 8,156 24 16
1.33 Perda 8 p23.3 32,401 257 139
1.33 Perda 9 p21.2 6,076 19 9
1.33 Perda 9 g21.31 15,347 109 55
1.33 Perda 11 pl15.5 38,039 422 256
1.33 Perda 12 g24.31 9,852 71 33
1.33 Perda 13 g21.1 55,899 187 101
1.33 Perda 14 g24.2 35,555 374 183
1.67 Perda 16 g23.2 2,328 8 5
1.33 Perda 17 p13.3 29,557 494 281
1.67 Perda 17 021.32 32,129 395 248
1.33 Perda 18 gl2.1 47,698 196 116
1.33 Perda 19 pl13.3 10,886 349 235
1.33 Perda 19 g13.12 21,976 849 440
1.33 Perda 21 pll.2 38,449 304 147




1.33 Perda 22 gqlll 35,159 549 337

1.67 Perda X p22.33 19,943 117 92

1.33 Perda X q23 11,791 61 40
LOH 1 p36.33 36,249 566 322
LOH 2 gqlll 5,112 65 30
LOH 2 q24.3 79,154 564 356
LOH 3 p21.31 5,699 139 98
LOH 4 p16.3 46,181 260 135
LOH 4 q13.3 12,927 93 63
LOH 4 gq31.23 41,112 163 85
LOH 5 gqlll 131,256 848 538
LOH 6 ql4.1 88,884 457 275
LOH 8 p23.3 34,363 262 140
LOH 9 p21.2 6,388 20 10
LOH 9 gq21.31 16,665 119 59
LOH 11 pl1.2 7,506 43 4
LOH 11 p15.5 38,593 422 256
LOH 12 q24.31 10,125 78 39
LOH 13 g21.1 56,442 187 101
LOH 14 q24.2 36,060 376 184
LOH 16 pl1.2 15,144 25 8
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822




LOH 18 gql2.1 49,382 213 127
LOH 19 p13.3 10,964 350 236
LOH 19 q13.12 22,053 850 440
LOH 21 pl1.2 38,449 304 147
LOH 22 gql1.1 35,159 549 337
LOH X pl11.22 2,687 29 20
LOH X p22.31 13,343 85 62
LOH X gql1.1 6,019 19 12
LOH X 923 41,607 360 222




Tabela 13 anexo — Caso 28

Nl:er]e-l’o de Tipo Cromossomo Cito_ba’m_da Tamanho(kbp) Quantidade de Qu(Zrl:{[lildh:d?de
copias de inicio Genes Genes
3.00 Ganho 1 p32.1 117,884 981 625
3.00 Ganho 1 p36.33 58,321 828 471
5.00 Ganho 1 g25.2 56,414 429 277
6.00 Ganho 1 q42.2 10,542 58 33
8.00 Ganho 1 q44 1,020 3 2
4.00 Ganho 1 q44 2,986 68 8
3.00 Ganho 2 p25.3 243,031 1,497 897
LOH 3 p21.31 2,946 90 64
4.00 Ganho 3 p26.3 166,305 1,051 621
5.00 Ganho 3 026.1 31,461 228 140
23.00 Ganho 4 p16.3 1,341 28 17
12.00 Ganho 4 p16.3 435 10 8
4.00 Ganho 4 p16.3 1,648 19 10
4.00 Ganho 5 p15.33 46,363 187 101
LOH 5 gl1.1 131,256 848 538
3.00 Ganho 6 pl2.3 9,403 61 40
LOH 6 p21.1 7,477 85 56
3.00 Ganho 6 p25.3 42,456 572 380
LOH 6 gl1.1 109,027 512 314
4.00 Ganho 7 p14.3 6,279 35 17
3.00 Ganho 7 gl1.1 36,668 224 122
6.00 Ganho 7 g21.3 3,962 107 65
4.00 Ganho 7 g22.1 17,087 99 56
3.00 Ganho 7 q31.31 4,075 15 11
4.00 Ganho 7 q31.32 34,845 311 165
LOH 8 p23.3 116,097 618 367
2.50 Ganho 8 g23.1 2,346 7 6
3.00 Ganho 8 g23.3 28,619 212 114
LOH 10 p15.3 123,998 827 476
3.00 Ganho 10 g26.2 2,629 8 4




1.00 Perda 10 g26.3 4,622 41 19
LOH 10 426.3 4,612 41 19
LOH 11 p11.2 8,599 52 22
4.00 Ganho 11 p15.5 57,922 596 325
6.00 Ganho 11 gql2.1 1,700 35 14
4.00 Ganho 11 gql2.1 3,431 111 75
3.00 Ganho 11 g13.5 59,729 446 263
4.00 Ganho 12 p13.33 48,923 395 263
6.00 Ganho 12 g13.12 6,374 163 109
4.00 Ganho 12 g13.2 2,035 78 52
5.00 Ganho 12 g13.3 7,149 44 30
8.00 Ganho 12 gql4.2 9,097 54 39
3.00 Ganho 12 g21.1 59,030 437 261
LOH 13 qll 96,018 460 240
3.00 Ganho 13 gll 96,018 460 240
3.00 Ganho 14 ql1.2 19,284 201 133
LOH 14 g21.1 6,527 18 12
3.00 Ganho 14 q21.2 61,909 565 301
LOH 15 gl1.2 67,413 724 367
3.00 Ganho 15 026.1 2,558 45 28
LOH 15 026.1 10,970 59 26
LOH 16 pl11l.2 2,258 9 0
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822
3.00 Ganho 17 p13.3 79,862 1,351 822
4.00 Ganho 18 p11.32 2,708 16 10
5.00 Ganho 18 p11.32 75,212 328 189
4.00 Ganho 19 p13.2 12,502 280 160
LOH 19 p13.3 6,060 197 140
3.00 Ganho 19 p13.3 7,194 211 131
3.00 Ganho 19 qll 8,746 106 62
3.00 Ganho 19 g13.12 21,852 846 438
3.00 Ganho 20 p11.23 5,754 49 29
4.00 Ganho 20 pl2.1 717 5 4
3.00 Ganho 20 pl2.1 5,391 31 15
3.00 Ganho 20 p13 13,602 130 75
12.00 Ganho 20 gl1.21 1,384 33 14




LOH 20 gq11.21 8,004 115 63
3.00 Ganho 20 q12 24,494 285 165
3.00 Ganho 21 pl1.2 38,449 304 147
3.00 Ganho 22 gqll.1 6,112 113 60

LOH 22 gqlll 35,159 549 337
4.00 Ganho p22.33 68,448 419 305
3.00 Ganho gql3.1 2,785 43 27
4.00 Ganho gql3.1 83,782 559 339




Tabela 14 anexo — Caso 28

NL’Jn,1e_r o de Tipo Cromossomo Cito_ba’m_da de Tamanho(kbp) Quantidade de Quirl:gildhe/lld?de
copias inicio Genes Genes

3.00 Ganho |1 p32.1 117,926 982 626
2.67 Ganho |1 p36.33 58,321 828 471
4.50 Ganho |1 g25.2 67,058 487 310
6.00 Ganho |1 q44 975 3 2
3.00 Ganho |1 q44 2,958 68 8
2.33 Ganho |2 pl12 74,302 397 207
2.33 Ganho |2 pl6.1 23,074 163 101
2.67 Ganho |2 p21 11,515 47 29
2.33 Ganho |2 p23.1 15,310 92 53
2.67 Ganho |2 p25.3 31,993 202 125
2.33 Ganho |2 q34 3,041 10 9
2.67 Ganho |3 p26.3 166,340 1,051 621
3.67 Ganho |3 026.1 31,437 228 140
15.00 Ganho |4 p16.3 1,341 28 17
9.33 Ganho |4 p16.3 435 10 8
3.67 Ganho |4 p16.3 1,720 23 13
4.33 Ganho |5 p15.33 46,363 187 101
3.00 Ganho |6 p25.3 42,550 575 382
2.33 Ganho |7 pl1.2 40,172 224 122
4.00 Ganho |7 p14.3 6,279 35 17
5.33 Ganho |7 g21.3 3,642 106 64
3.33 Ganho |7 g22.1 17,360 99 56
2.33 Ganho |7 q31.31 4,266 15 11
3.33 Ganho |7 q31.32 34,708 311 165
2.33 Ganho |8 p23.3 117,502 626 368
3.67 Ganho |8 023.3 28,616 212 114
2.33 Ganho |9 g21.11 70,070 677 381
2.67 Ganho |10 p15.3 94,390 563 307
2.33 Ganho |10 g23.33 33,821 310 191
3.00 Ganho |10 g26.2 2,446 7 4




3.33 Ganho |11 p15.5 57,830 595 325
4.33 Ganho |11 gql2.1 1,792 36 14
3.00 Ganho |11 gql2.1 3,307 109 73
2.33 Ganho |11 ql34 59,783 446 263
3.33 Ganho |12 p13.33 48,954 396 263
4.33 Ganho |12 q13.12 6,720 179 121
3.67 Ganho |12 g13.2 2,305 96 67
4.33 Ganho |12 gl4.1 6,906 25 15
6.00 Ganho |12 gq14.3 9,667 54 38
2.67 Ganho |12 g21.1 59,030 437 261
2.33 Ganho |13 g13.3 3,084 17 8
2.33 Ganho |13 g21.31 50,893 181 98
2.67 Ganho |14 gqll.2 20,078 211 134
2.67 Ganho |14 q21.2 61,909 565 301
2.33 Ganho |17 p13.3 79,862 1,351 822
3.00 Ganho |18 p11.32 2,255 12 8
3.67 Ganho |18 p11.32 50,878 230 129
3.50 Ganho |18 q21.2 24,280 101 61
3.00 Ganho |19 p13.3 19,220 486 288
2.33 Ganho |19 gl1 12,886 222 124
2.33 Ganho |19 g13.2 17,242 716 365
3.67 Ganho |20 pl2.1 741 5 4
2.67 Ganho |20 pl2.1 11,895 85 48
3.00 Ganho |20 p13 13,583 130 75
10.00 Ganho |20 gql1.21 905 27 13
2.67 Ganho |20 ql2 24,461 285 165
3.00 Ganho |21 p11.2 38,449 304 147
2.33 Ganho |22 gqll.l 5,045 85 43
2.67 Ganho |22 gql1.21 1,059 29 18
2.67 Ganho |X p22.33 68,093 417 304
3.00 Ganho (X g13.1 83,787 559 339
1.67 Perda |4 g13.1 43,827 238 170
1.67 Perda |4 026 26,940 82 49
1.67 Perda |4 g35.1 4,008 15 8
1.67 Perda |5 022.3 8,933 33 18
1.67 Perda |5 g31.1 1,972 25 17




1.33 Perda |7 g36.3 1,333 8 3
1.67 Perda |9 p24.3 31,578 122 83
1.67 Perda |10 g26.3 4,622 41 19
1.67 Perda |13 ql4.2 3,218 39 20
1.67 Perda |15 gl1.1 69,207 731 361
1.67 Perda |15 g26.1 9,884 50 20
1.67 Perda |16 p13.3 89,895 945 561
1.67 Perda |19 p13.3 5,066 173 124
1.67 Perda |22 gl1.21 29,027 437 278
LOH 1 p32.1 968 5 2
LOH 3 p21.31 2,946 90 64
LOH 4 g13.1 43,873 238 170
LOH 4 g24 85,121 327 192
LOH 5 gl1.1 131,256 848 538
LOH 6 p21.1 128,819 654 407
LOH |7 p22.3 54,820 343 201
LOH 11 p11.2 4,982 51 28
LOH |13 qll 96,018 460 240
LOH 14 g21.1 6,977 19 12
LOH 15 gl1.2 79,645 807 406
LOH 16 p13.3 90,074 955 567
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822
LOH 19 p13.3 5,050 173 124
LOH 19 g12 30,322 973 512
LOH 20 gl1.21 7,307 115 63
LOH 22 gl1.1 35,159 549 337
LOH X p11.22 4,253 44 33
LOH |X p22.13 3,205 18 11
LOH X gl1.1 5,691 18 12
LOH |X ql3.1 2,988 46 30
LOH X g13.2 4,874 25 19
LOH X 026.2 2,721 28 15




Tabela 15 anexo — Caso 29

decipins| TIP0 | Cromosomo | SRR | mamannatopy | IEIEE | OV S e
2.50 Ganho |1 p36.33 46,048 722 416
3.00 Ganho |1 041 25,384 229 97
3.00 Ganho |2 ql4.2 96,696 470 293
2.50 Ganho (4 p16.3 1,880 37 21
3.00 Ganho g22.1 58,704 454 248
2.50 Ganho |8 q24.3 2,908 102 56
3.00 Ganho |9 q34.11 10,443 250 149
3.00 Ganho |12 p11.22 3,934 21 6
2.50 Ganho (12 g13.13 4,873 167 109
2.50 Ganho (16 p11l.2 3,750 122 63
3.00 Ganho (17 021.33 2,628 25 17
4.00 Ganho (19 p13.11 3,096 72 45
3.00 Ganho (19 p13.2 8,053 247 150
3.00 Ganho (19 gl1 5,753 35 17
1.00 Perda (2 p15 2,077 13 10
1.50 Perda (4 g28.1 1,441 8 5
1.00 Perda |7 p22.3 4,370 42 26
1.00 Perda |8 g21.13 44,474 197 119
1.00 Perda (8 q24.21 6,344 25 14
1.00 Perda |10 g23.31 45,800 403 244
1.00 Perda (11 p15.5 134,746 1,464 873
1.00 Perda (12 p13.31 21,398 229 158
1.00 Perda (14 gl1.2 87,063 778 437
1.00 Perda |15 022.31 2,623 41 23
1.00 Perda (17 p13.3 43,366 844 502
1.00 Perda (17 g25.1 7,033 170 101
1.00 Perda (19 p13.3 8,904 277 194
1.00 Perda |19 q13.11 24,957 939 496
1.00 Perda |21 q22.3 2,840 64 31
1.00 Perda |22 gl1.1 35,159 549 337
LOH 2 p16.1 3,344 26 17




LOH |2 935 25,760 262 163
LOH |3 p12.3 8,940 11 6
LOH |3 p21.31 3,088 84 54
LOH |3 gl2.1 1,436 14 7
LOH |4 028.1 1,458 8 5
LOH |7 p22.3 4,438 42 26
LOH |7 gqlll 3,021 14 0
LOH |8 021.13 53,020 233 135
LOH 10 gq22.1 3,367 47 30
LOH 10 q23.2 46,809 422 252
LOH 11 p15.5 134,746 1,464 873
LOH 12 p13.31 20,539 200 136
LOH 14 gq11.2 87,063 778 437
LOH 16 pl1.2 2,743 13 0
LOH 17 p13.3 79,862 1,351 822
LOH 19 p13.3 8,819 277 194
LOH 19 g13.11 24,957 939 496
LOH |21 022.3 2,870 65 31
LOH |22 gqlll 35,159 549 337
LOH |X gqlll 6,260 20 13
LOH |X g21.1 2,957 4 4
LOH |X q22.3 3,159 20 12
LOH |X q23 2,595 16 7




