SIMONE DOS SANTOS AGUIAR

PESQUISA DA AMPLIFICACAO E/OU DELECAO GENICA
ATRAVES DA TECNICA DE HIBRIDIZACAO GENOMICA
COMPARATIVA (CGH) E DA DELECAO DOS GENES P53
E RBI ATRAVES DA TECNICA DE HIBRIDIZACAO
IN SITU FLUORESCENTE (FISH) NO TECIDO DO
TUMOR DE CRIANCAS E ADOLESCENTES
COM OSTEOSSARCOMA

Este exemplar corresponde a versdo final do exemplar
da Tese de Doutorado apresentada a Faculdade de
Ciéncias Medicas da Universidade Estadual de
Campinas, para obtengdo do titulo de¢ Doutor em
Saude da Crianga ¢ do Adolescente, arca dc
concentragdo Pediatria:—

Campinq? O?':de abril de 2006
\ \/I [x_

f] Pfo['('a) Dr(a). Silvia Regina Brandalise
v Orientador

—

BIELIOTECA CENTR/ L,
DESEMVELVIRENTL

coLet

UNIC AL




SIMONE DOS SANTOS AGUIAR

PESQUISA DA AMPLIFICACAO E/OU DELECAO GENICA
ATRAVES DA TECNICA DE HIBRIDIZACAO GENOMICA
COMPARATIVA (CGH) E DA DELECAO DOS GENES P53
E RBI ATRAVES DA TECNICA DE HIBRIDIZACAO
IN SITU FLUORESCENTE (FISH) NO TECIDO DO
TUMOR DE CRIANCAS E ADOLESCENTES
COM OSTEOSSARCOMA

Tese de Doutorado apresentada a Pés-Graduagdo da
Faculdade de Ciéncias Meédicas da Universidade
Estadual de Campinas para a obten¢do do Titulo de

Doutor em Satide da Crian¢a e do Adolescente, drea de

concentragdo Pediatria.

ORIENTADORA: Profa. Dra. Silvia Regina Brandalise

CAMPINAS

2006

i




IMINADE

* LHAMADA __
T UNCCaMm P

K95

U Ex

omss BC/ GG I L

roc. . -OG.

& D Eﬂ
RECO
A NE s O

Th mm——

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP

Bibliotecario: Sandra Lucia Pereira — CRB-8° / 6044

Ag93p

Aguiar, Simone dos Santos

Pesquisa da amplificagdio e/ou delegdo génica através da técnica de
hibridizag3o gendmica comparativa (CGH) e da delegao dos genes P53
e RB1 através da técnica de hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) no
tecido do tumor de criancas e adolescentes com osteosarcoma / Simone
dos Santos Aguiar. Campinas, SP : [s.n.], 2006.

Orientador : Silvia Regina Brandalise
Tese ( Doutorado ) Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas.

1. Genes P53. 2. Osteosarcoma - cirurgia. 3. 0ssos -
Doengas. 4. Criangas. 5. Hibridizagdo de Acido Nucléico. [
Brandalise, Silvia Regina. 1I. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas. 1V. Titulo.

Titulo em ingles : Genes amplification and or deletions determined by CGH
technique, together with P53 and RB1 analysis by FISH in Pediatric
Osteosarcoma specimens

Keywords: * Genes P53

 Surgery, osteosarcoma

- Surgery, bones

e Child

e Nucleic Acid Hybridization

Area de concentragao : Pediatria
Titulagao: Doutorado em Saude da crianga e do adolescente

Banca examinadora: Profa. Dra. Silvia Regina Brandalise

Prof Dr Anténio Fernando Ribeiro

Profa. Dra. Célia Beatriz Gianotti Antoneli

Profa. Dra. Isis Maria Quezado Soares Magalhaes
Prof Dr Walter Pinto Junior

Data da defesa: 07-04-2006

v




# A T e C R ] GO s S T T Ry N e N Bl e e e T A O
~ BancaExaminadorada Tese de Doutorado """
Orientador:

Profa. Dra. Silvia Regina Brandalise

Membros: :

1. Pres:dente e onentadora Prol'a Dra Snlvna Regma Brandahse

>> Membros s 50

2. Prof. Dr Antomo Fernando Rlben-o '

3. Prol‘a. Dra. Célla Beatnz Glanottl Antoneh

4. Profa. Dra. Isns Marla Qum'.ado Soares M _gglhﬁes :

5. Prol' Dr Walter Pmto Jumor i

Curso de Pés-graduacio em Saiide da Crianga e do Adolescente da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 07/04/2006°

Tl e Sl




DEDICATORIA

_./4 minAa amiga ._S—:'g/ia ? egina /_?ranr{a/ide,
7 7
por /azer c!od donjw:j, reaﬁc!ar[e...



_/403 meud paid Wardm e C)e/m,

dem  vocés, nac!a deria Padda’ueﬁ i



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Silvia Regina Brandalise, Professora Assistente do Departamento
de Pediatria, Chefe da Disciplina de Oncohematologia Pediatrica da Faculdade de Ciéncias
Médicas/UNICAMP, Diretora do Centro Infantil Boldrini, por seu exemplo formador e, tao

marcante em todos 0s momentos de minha carreira.

A Bidloga Lilian de Jesus Girotto Zambaldi, do Servigo Citogenética e Biologia
Molecular do Centro Infantil Boldrini, por sua amizade e, capacidade profissional na
implantagdo da técnica de CGH, inédita na América Latina, sem a qual este estudo ndo teria

sido realizado, meu muito obrigada.

Ao Bioquimico Adilson Manoel dos Santos, do Servigo de Citogenética €
Biologia Molecular do Centro Infantil Boldrini, por seu auxilio nas técnicas de FISH ¢

CGH empregadas neste estudo.

A Sra. Maria Alessandra Silva Salgado, Gerente de Dados do Centro

Infantil Boldrini, pela analise estatistica e formatagdo desta tese.

A Sra. Vera Silvia S. Froes Ficoni, Bibliotecaria do Centro Infantil Boldrini,

por sua ajuda na captagdo das referéncias bibliograficas desta tese.
A Profa. Ana Sabbag, pela revisdo da lingua portuguesa neste estudo.

Ao Engenheiro Tomaz Puga Leivas, Sra. Lucia Maria Evangelista Ferraz e Sra.

Marcia Salgado da Costa Amaral, pela andlise estatistica ¢ formatagdo desta tese.

Aos Colegas Oncohematologistas do Centro Infantil Boldrini, que cuidaram dos

meus pacientes durante a realizagdo desta tese, meu obrigada.
Dr. Amilcar Cardoso de Azevedo.
Dra. Ana Claudia Mendonga dos Anjos.
Dra. Ana Paula Bento Correa.

Dra. Andrea Fogli Maldonado.

xi



Dr. Eduardo loshiteru Matsuda.

Dr. Emerson Gatti.

Dra. Erika Rodrigues Pontes.

Dra. Iva Santos Loureiro Neta.

Dr. Marcelo Rizzatti.

Profa. Dra. Maria Jos¢ Mastellaro.
Dra. Marilene de Fatima Ribeiro.
Dra. Ménica Pinheiro de Almeida Verissimo.
Dra. Paula Serrano Ferreira Hirose.
Profa. Dra. Silvia Regina Brandalise.
Dra. Valéria Pereira Paiva.

Dra. Vitoria Régia Pereira Pinheiro.

E. a Dra. Gisele Eiras Martins, médica oncopediatra do Hospital Pio XII /

Barretos, SP e ex-residente em oncohematologia pediatrica do Centro Infantil Boldrini.

Aos Prof Dr. José Carlos Barbi Gongalves, Chefe do Servigo de Ortopedia do
Centro Infantil Boldrini, e Prof. Dr. Alejandro Enzo Cassone, Professor Assistente do
Servigo de Ortopedia do Centro Infantil Boldrini ¢ da FCM de Jundiai/SP e a Dra. Elisa
Ribeiro Whitaker Sobral Vulcano, médica ortopedista do Servigo de Ortopedia do Centro

Infantil Boldrini, por sua capacidade profissional causadora de grande impacto na cura de

nossos pacientes.

As Fisioterapeutas do Centro Infantil Boldrini, Fernanda Coutinho Barillari
Vidal de Souza, Bianca Pratelezzi Deneno e Leticia Vieira Soares de Abreu, pelo carinho

dedicado aos nossos pacientes durante a reabilitagdo, meu obrigada.

xiii



A equipe da Sande Mental do Centro Infantil Boldrini, psicélogas: Profa. Elisa
Maria Perina, Sandra Antdnia Fanuchi Moraes de Almeida, Carla de Mello e Souza
Moncada Leite ¢ Dra. Ana Maria Osorio Ferreira, pelo apoio aos nossos pacientes, em

momento tdo dificil de suas vidas, meu obrigada.

Aos médicos do Servigo de Radiologia do Centro Infantil Boldrini, Dr. Ruy
Moraes Machado Guimarées, Dr. Ricardo A. C. Bidoia e Dr. Luis Augusto Mesquita Maia,

por sua competéncia técnica e participagdo em nossas reunides clinicas, meu obrigada.

xv



i
O (l/ag)r c{ad coisas nao esld no fempo em gue e/ad c!uram,

mai na infendia/af[e com c&ue aconfecem.

p or iss0 existem momenlos inedc&uecfwid,

"

coisas £nexp/£céve£d e pessoas incompardueid.

jcmam{o p essoa.

xvit



SUMARIO

PAG.
TED 1 0 70) 1] 01 07-Co YRR 29
1.1- Classificag@o histopatolégica dos 0Ste0SSATCOMAS........coovvivmreninmnrunseninss 36
1.2- Exames de IMAZEIM .......ooowurmmiiimimmmemmcs s 39
IR o131 ] o £ A ————————eE S RS 44
W o Tirsy ., ) SRR ——— L R 45
1.5~ CIOGEMEHICA. ....ooourrmusssrsisssssnsssssssssss s 46
1.6- Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH).....cooiieiiiieniisminisseses 47
200201 04 N T2 0 1 e RS R R 49
3. MATERIAL E METODOS...ccccooovviammieremismssisesimsss s 53
4o RESULTADOS........oooviuiemmcammssassssissssisissassssss s essss s ssss s st ssssess 71
B DISCUSSAQD......osvoussssssssesesssssssssssssssssscssssmss st s 109
6= CONCLUSOES. ......oovmssssesesessmisssssssssssssssenss s sttt s sssssses 127
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ocoooccomsiinmnnissiisssssmisssssnssssee 131
Be ANEXOS.....couorirsessssscssssissmssmssssssssssssssissessssssssssssssasss st assassasssssssassssssassesessssnsss 145
Anexo I- Ficha de CONSENtMENTO.......vuvummmimmmmmeusssnssssssmnsssnsisssssss e 147

Anexo 1I- Tlustragdes dos casos de 1@ 41 149

Xix



RESUMO




Introdugio. Os osteossarcomas (OS) sdo tumores agressivos, primdrios de osso, com
prognostico reservado. As delegdes dos genes supressores de tumor, RBI e P5 3, localizados
nos cromossomos 13 e 17 respectivamente, sdo freqiientemente encontradas neste tipo de
tumor. As alteragdes citogenéticas encontradas nos OS sdo de alta complexidade, porém
nenhuma delas & recorrente, ndo podendo caracteriza-lo. A técnica da Hibridizagdo
Gendmica Comparativa (CGH) ¢ uma ferramenta muito precisa para o estudo das delegdes
e amplificacdes génicas ocorridas neste tumor. Materiais e Métodos. Tecido tumoral de
41 criangas com OS foi analisado pela técnica de CGH para pesquisar possiveis ganhos
e/ou perdas génicas . A técnica da Hibridiza¢do /n Situ Fluorescente (FISH) foi realizada
para estudar as delegdes dos genes P53 e RBI. Vinte e quatro pacientes eram do sexo
feminino e 17 do sexo masculino, com mediana de 12 anos e 4 meses. Resultados. As
anormalidades cromossdmicas observadas com a técnica de CGH foram diversas e
variadas, especialmente ganhos nos cromossomos 1p, 2p, 3q, 59,5p e 6p e, perdas nos
cromossomos 14q (50% no —14q11.2), 15q e 16p. Alto indice de perdas foi observado no
cromossomo 21 (26 de 41 casos; p=0,008), sendo a regido mais freqlientemente afetada a
21q11.2. Com relagdo ao estudo dos supressores tumorais, a delegao do P33 ocorreu em
68.3% dos casos (p=0,02) e do RB/ em 87,5% dos casos (p=0,000001).Conclusdo. Apesar
de ambos supressores (P33 e RBI) estarem deletados na maioria dos pacientes, este evento
parece ndo estar associado ao prognostico. Anormalidades ainda n@o reportadas presentes
no cromossomo 21 nos OS pediatricos, sugerem que a seqiiéncia mapeada nesta regido

cromossdmica possa estar envolvida na patogénese deste tumor.

Palavras chave: hibridizagdo gendmica comparativa, genes P33 ¢ RB/, osteossarcoma.
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ABSTRACT




Background. Osteosarcomas (OS) are aggressive bone tumors and often have a poor
prognosis. It is already known that abnormalities in chromosomes 13 and 17 are frequently
observed in OS patients, being also expected a deletion of RBI and P33 genes. The tumors
exhibit karyotypes with a high degree of complexity, that has made it difficult to determine
if any recurrent chromosomal aberrations could characterize OS. To address inherent
difficulties associated with classical ~cytogenetic analysis, comparative genomic
hybridization (CGH) has been applied to OS tissue. Patients and Methods. Forty one
pediatric OS specimens were analyzed by CGH techniques, and the expression of RBI and
P53 were analyzed by FISH . Twenty four patients were girls and 17 boys. Median age
was 12 years and 4 months.Results. Chromosomal abnormalities were highly diverse and
variable , specially gains in chromosome 1p, 2p, 3q, 59 , 5p and 6p and losses in
chromosome 14q (50% in —14q11.2), 15q and 16p. High level of losses in chromosome
21 were present (26 of 41 cases; p=0,008), being 21q11.2 region the most frequent one.
Concerning about genes expression, P53 is deleted in 68,3% of the cases (p=0,02) and RB/
in 87.5% (p=0,000001) .Conclusion. Although both oncogenes (P33 and RBI) are deleted
in OS population, it remains impossible to determine if this abnormality is a prognostic
factor. These new and unreported findings in chromosome 21 of pediatric OS tumors,
suggest that specific sequences mapping these chromosomal regions, would likely to play a

role in the development of OS.

Key words: comparative genomic hybridization, P53 and RBI genes, osteosarcoma.
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O osteossarcoma € 0 tumor 0sseo mais freqiiente da infancia e adolescéncia,
totalizando 5% de todos os tumores solidos em pediatria (ENTZ-WERLE, 2003). E
constituido de células malignas fusiformes, originarias do 0sso, raramente de partes moles,

havendo a produgdo de matriz ostedide ou de tecido 6sseo imaturo (FERRARI, 2001).

De acordo com o Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER),
programa de Registro de Cancer de Base Populacional dos Estados Unidos, a incidéncia
anual do osteossarcoma € de aproximadamente 8,7 casos por milhdo de criangas e
adolescentes com idade inferior a vinte anos, sendo o sexto tumor maligno mais freqiiente
da infancia, e o terceiro mais freqiiente entre 0S adolescentes ¢ adultos jovens

(GURNEY, 1999).

Somente metade dos tumores dsseos, na faixa etaria pediatrica, sdo malignos.
Destes, 0 osteossarcoma € 0 mais freqiiente, correspondendo a 35% de todos os sarcomas
primarios do osso e a 56% de todos os tumores malignos do 0sso, que ocorrem nas duas
primeiras décadas de vida. A cada ano, nos Estados Unidos da América, sao diagnosticados
400 casos novos, com discreto predominio pelo sexo masculino e descendentes de negros.
O pico de incidéncia € bimodal, sendo o primeiro na segunda década de vida (durante o
estirdo de crescimento, aos 16 anos nas meninas e aos 18 anos nos meninos) e o segundo
pico, ocorre aos sessenta anos. [ extremamente raro em criangas com menos de 5 anos de
idade. Tem predilegdo pela por¢ao metafisaria do osso (fémur distal, tibia proximal e umero
proximal), sendo 50% deles ao redor do joelho. Entretanto, 0 osteossarcoma também pode
ocorrer em esqueleto axial (menos de 10% dos casos), sendo a regido pélvica a mais

acometida em pacientes pediatricos (MARINA, 2004; AL-ROMAIH, 2003; PIZZO,
POPLACK, 2002).

O conhecimento em relagdo a etiologia do osteossarcoma, ainda € limitado.
Desde a década de 1950, existem publicagdes que correlacionam o estirdo do crescimento,
e a estatura final, com o aparecimento do osteossarcoma (TJALMA, 1966; PRICE, 1958).
Este tumor aparece também em muitos casos, antes ou depois do estirdo do crescimento
(MARINA, 2004; P1ZZ0O, POPLACK, 2002). COTTERILL et al., 2004, em analise de
364 pacientes inscritos no Protocolo Cooperativo para Tratamento de Tumores Osseos do

Reino Unido (UKCCSG), documentaram que 0S pacientes com osteossarcoma primario de
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fémur eram significativamente mais altos que os demais pacientes do grupo, concluindo
que maior estatura e crescimento puberal precoces pudessem ser fatores etioldgicos

preditivos para maior incidéncia do osteossarcoma (p=0.0001).

A partir de 1960, um fator de risco bem documentado para o desenvolvimento
de osteossarcoma € a exposi¢do a radia¢do, constituindo 3,4 - 5,5% de todos os
osteossarcomas, sendo que o risco estimado da ocorréncia deste tumor em osso irradiado é
de 0,03 - 0,8% (FOREST, 2002). Como o tempo decorrido entre a exposi¢do a radiag¢do e o
aparecimento do tumor € longo (de 4 a 40 anos, com média de 12 a 16 anos), este fator ndo
tem sido considerado relevante no aparecimento do osteossarcoma de novo
(HUVOS, 1991; TUCKER, 1990; TUCKER, 1987; WEATHERBY, 1981;
HASELOW, 1978; PHILLIPS, 1963).

Por volta de 1920, o conhecimento que se tinha era que, se ndo houvesse
possibilidade cirurgica, estes pacientes morreriam. Por outro lado, se houvesse cirurgia,
morreriam da mesma maneira. SO restavam as oragdes (CADE, 1955). Entre 1960 e inicio
da década de 1970, houve pouco avango terapéutico. Apesar da cirurgia agressiva, mais de
80% das criangas sem doenga metastatica apresentavam recidiva de tumor e morriam apos
cinco anos do diagnostico. A sobrevida destes pacientes com cirurgia e radioterapia era
pobre (15-20%). Nas ultimas trés décadas, progressos tém sido alcangados no
entendimento da biologia e etiologia dos osteossarcomas, assim como na terapéutica, tanto
quimioterapica quanto cirurgica, conservando-se o membro afetado pelo cancer, e
oferecendo a estes pacientes uma expectativa de sobrevida livre de doenga em 3 a S anos
entre 60% e 70%. Progressos na genética e biologia molecular aprimoraram o
conhecimento da patogénese, abrindo novas perspectivas para a cura desta doenga

(MARINA, 2004; PIZZO, POPLACK, 2002).

Nos ultimos 25 anos os resultados tém melhorado para os pacientes com
osteossarcoma das extremidades. Como ocorrido com os demais tumores sélidos em
pediatria, tem-se tentado determinar fatores progndsticos que possam ser utilizados para a
melhoria das estratégias terapéuticas do osteossarcoma, levando ao aumento da sobrevida
destes pacientes. Nao ha duvida que a doenga metastética tem pior progndstico, € que a

resposta a quimioterapia pré-operatéria, avaliada pelo grau de necrose encontrado na pega
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cirirgica, ¢ indicativa da quimiossensibilidade in vivo. Em 1982, ROSEN foi o primeiro a
provar este fato, propondo, inclusive, mudanga na estratégia terapéutica pos-operatdria, de
acordo com os resultados histopatolégicos do tumor, na tentativa de resgatar estes

pacientes. Até hoje, a eficacia desta estratégia é discutivel (CRAFT, 2004).

Cerca de 20% dos pacientes com osteossarcoma sd0 metastaticos ao
diagnéstico. Para eles, a expectativa de sobrevida em 3 anos ¢ de 10 a 40%. Entretanto,
quando a metastase ¢ pulmonar e unilateral, ou sendo ressecadas cirurgicamente, com bom
grau de necrose histolégica pés quimioterapia, a sobrevida pode chegar a 75%, segundo 0s
resultados do Grupo Cooperativo Alemao (COSS). Para os pacientes com lesdes Osseas
multifocais, os resultados sao catastroficos (KAGER, 2003). Resultados semelhantes
foram relatados pelo Grupo Cooperativo Japonés, analisando 280 pacientes com
osteossarcoma de extremidades e com metastase pulmonar ao diagnostico, obtendo

sobrevida em 2 anos de 30% (TSUCHIYA, 2002).

A busca de outros fatores prognosticos, determinados ao diagndstico, continuou
sendo de relevancia para que se pudesse direcionar a estratégia terapéutica. Parecia obvio
que o tamanho do tumor pudesse ser um destes fatores. Entretanto, dificuldades em
estipular-se a maneira de medir estes tumores ndo permitiram confirmar esta hipotese.
BACCI et al., 2000, do Rizzoli Institute di Bologna, Itélia, estudando 965 pacientes com
osteossarcoma, comparando o atraso no diagnostico com a evolugao clinica, ndo
conseguiram provar relagao entre 0 tamanho do tumor ¢ algum tipo de influéncia nos
resultados. BIELACK et al., 2002, analisando 1.702 pacientes com diagndstico de
osteossarcoma, tratados com 0 Protocolo do Grupo Alemao (COSS), concluiram que havia
correlagdo entre O tamanho do tumor e o progndstico. Conseguiram avaliar a extensao da
doenga, baseados no quanto 0 0SSO envolvido estava acometido pelo tumor. Recentemente,
KASTLE et al., 2004, analisaram retrospectivamente, através da ressonancia nuclear
magnética (por apenas um radiologista), a medida tridimensional de 42 tumores tratados no
St. Jude Children’s Research Hospital,TN, EUA, demonstrando significativa correlagdo
entre tamanho do tumor € 2 sobrevida. CRAFT, 2004, referiu que, com a tecnologia hoje
disponivel, os grandes grupos cooperativos poderiam ou nio confirmar estes achados,

embora isto talvez ndo fosse necessario, sugerindo que esforgos devessem ser dirigidos para
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a pesquisa de novos marcadores bioldgicos, que pudessem ser identificados como fatores
progndsticos para estes tumores, auxiliando na defini¢do da melhor estratégia terapéutica,

para aumento da sobrevida destes pacientes.

Na maioria dos osteossarcomas primarios, a etiologia é desconhecida. Em
30 a 40% dos casos, encontra-se mutagdo hereditaria do gene RB/ ou do gene P53 como
parte da Sindrome de Li-Fraumeni (ALONSO, 2001; MALKIN, 1990; HUVOS, 1977).
Estes dois genes, localizados nos cromossomos 13ql14 e 17pl3, respectivamente, parecem
estar envolvidos na oncogénese do osteossarcoma de alto grau. O modelo de oncogénese
atualmente aceito para este tipo de tumor corresponde a varias alteragdes gendmicas, ainda
ndo totalmente esclarecidas (ENTZ-WERLE, 2003).

Sdo trés as principais alteragdes genéticas observadas nos sarcomas:
transloca¢des sem alteragdes cariotipicas levando a disfungdo de outros genes codificadores
de proteinas envolvidas nas vias reguladoras do gene do retinoblastoma (RB/) e do gene
P53 (OVERHOLTZER,2003; MITELMAN,2000). Recentes estudos tém demonstrado
alteragdes citogenéticas no osteossarcoma, sendo a maioria com diferentes alteragdes
clonais, em analises de material do mesmo paciente. As anormalidades mais comumente
observadas incluem ganho no cromossomo 1, perda dos cromossomos 9, 10, 13 e/ou 17,
perda completa ou parcial do brago longo do cromossomo 6. Anormalidades estruturais
freqiientemente incluem rearranjos nos cromossomos 11, 19 e 20 (BAYANI, 2003;

SANDBERG, 2003; BOEHM, 2000).

LADANYI, 2000, estudou as variagdes genéticas que resultam em inativagdo
do gene supressor de tumor e a superexpressdo dos oncogenes em osteossarcomas.
Particularmente nestes tumores, ha a inativa¢@o da via reguladora tanto do gene RB/ quanto
do gene P53, danificando a regulagdo da proliferagdo celular. Estas alteragdes podem fazer
parte de uma seqiiéncia no processo de desregulagdo da fase G/ até a fase S do ciclo
celular, impedindo que os genes alcancem seus efeitos reguladores no ciclo celular. Devido
a estas varias alteragcdes em multiplos genes, o mecanismo envolvido nas alteragdes nos
genes RBI e P53 no osteossarcoma, precisa ser melhor estudado

(SANDBERG, 2003;NAKASHIMA,2003).
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Além do conhecido envolvimento dos genes P53 e RBI o nimero de locus com
perda de heterozigose (34, 134, 17p, 18q) sugere que Outros genes Supressores de tumor
possam estar envolvidos na patogénese do osteossarcoma (PATIﬂO-GARCiA, 2003). A
maioria dos tumores tem a inativagdo combinada de ambos os genes de supressdo.
Aproximadamente 3% dos pacientes com osteossarcoma esporadico tém a mutagdo de

linhagem germinativa do gene P53 (KRUZELOCK, 1997).

Os sobreviventes de retinoblastoma tém maior probabilidade de ter segunda
neoplasia, sendo o osteossarcoma o tipo mais comum. Na hereditariedade do
retinoblastoma, a mutagdo germinativa do gene RB/ € comum, tornando-se a base para o
aparecimento do segundo tumor. A mutagdo germinativa do gene P53 também esta
relacionada a alta probabilidade do aparecimento de cancer, dentre eles, o osteossarcoma
(Sindrome de Li-Fraumeni). A expressdo protéica do gene P33 em células normais,
aumenta em resposta ao dano do DNA, direcionando estas células a pararem sua

proliferagdo e/ou induzindo-as a morte celular (GOKGOZ, 2001).

O gene RBI tem papel regulador do ciclo celular. Apesar das mutagdes
germinativas, tanto do gene RBI quanto do gene P33, serem raras, elas estdo presentes na
maioria dos casos de osteossarcoma €, por isso, nao podem ser consideradas, isoladamente,
como um fator progndstico para este tipo de cancer. Entretanto, sua presenga nos casos de
osteossarcoma esporadico talvez tenha importancia prognéstica, embora ainda ndo tenha

sido relacionada as recorréncias do tumor (MARINA, 2004;SETH,1993).

CARBONE, 1996, sugeriu que o osteossarcoma pudesse ter etiologia associada
a virus, no caso, o SV40-like, um polioma virus de DNA que apresenta trés proteinas
T - uma delas com fungdo desconhecida, outra com habilidade de transformagéo celular e
outra que auxilia na replicagao viral, interagindo com os genes P53 e RB/, promovendo a
proliferagdo celular, por inibigdo da fungdo do gene P53. MENDOZA, 1998, demonstrou
que ndo ha correlagdo entre 0 SV40 e a mudanga da fungdo dos genes P53 e RBI. Até a
presente data, nao parece haver comprovagdo da etiologia viral no osteossarcoma

(MARINA, 2004).
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A sobrevida dos pacientes com osteossarcoma ¢ dependente de um conjunto de
fatores, como a presenga de metastase ao diagndstico, a localizagdo do tumor em
extremidades ou no esqueleto axial, em alguns casos com o volume do tumor e,
principalmente, a resposta a terapéutica empregada, tanto quimioterdpica quanto cirurgica.
Dentre eles, o Unico fator que ainda permanece como indicativo de prognéstico, além da
resposta histologica, ¢ a presenga de metastase, e a localizagdo axial (OZAKI,2003;
BIELACK, 2002). Apesar dos niveis séricos da desidrogenase lactea e da fosfatase alcalina
serem correlacionados ao prognéstico, estes dois marcadores sdo indicativos apenas de

grande proliferagao celular, ou seja, da atividade do tumor (PIZZO, POLACK, 2002).

1.1- Classificacio Histopatologica dos Osteossarcomas

O osteossarcoma de alto grau de malignidade, mais freqiiente na faixa etéria
pediatrica, ¢ um tumor Osseo de origem intramedular (apenas 3% de todos os
osteossarcomas s3o paraosteais), que tem em comum a proliferagdo de células
mesenquimais e produgdo de matriz ostedide (HOWARD), 1998). A quantidade de osteoide
e/ou produgio de matriz ostedide varia em cada tipo de tumor. A Organizag@o Mundial de
Saude (OMS) classifica o osteossarcoma em cinco subtipos (RAYMOND, 2002;
KALIL, 2002; MATSUNO, 2002).

1.1.1- Osteossarcoma Osteoblastico

O tumor ¢ composto por ostedide ou matriz 6ssea preponderante, por células
osteoblasticas do tipo plasmocitéide e epitelidide, com nimero variavel de células pequenas
redondas ou ovoides, células fusiformes, células anaplésicas gigantes mono ou
multinucleadas. A matriz pode ser constituida por densas laminas de ostedide e/ou tecido

sseo, intercalado por trabéculas ou por fragmentos de ostedide (Figura 1).
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Figura 1- Osteossarcoma Osteoblastico. A) células osteoblasticas do tipo plasmocitoide;

B) a esquerda, células do tipo epitelidide; e, em C) na drea central: matriz

ostedide (H&E 400X).
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1.1.2- Osteossarcoma Condroblastico

O tumor apresenta predominio de matriz condréide, usualmente assemelha-se a

cartilagem hialina, com células malignas formando lacunas, ou 4reas pseudotrabeculares.

1.1.3- Osteossarcoma Fibroblastico

E tumor composto por células malignas fusiformes, com escassa area de matriz
ostedide, similares as células dos fibrossarcomas, com focos homogéneos de material
eosinofilico. Estes focos ndo podem ser identificados como ostedide primitivo, quando a

mineralizag@o ndo estiver presente.

1.1.4- Osteossarcoma Teleangiectasico

Aparece como uma lesdo litica pura, com espagos cisticos contendo sangue,
separados por septos fibrosos, circundados por células tipo osteocldsticas gigantes,
simulando o cisto dsseo aneurismatico. No interior dos septos fibrosos e na periferia da
lesdo, existe numero variavel de células malignas altamente pleomorficas, mas tipicamente
limitadas com porgdes ostedide. Um pequeno nimero de células malignas isoladas,

permeadas por sangue, formando pequenos espagos cisticos, também pode ser encontrado.

1.1.5- Osteossarcoma de Pequenas Células

Composto por células malignas pequenas e redondas, ou mais raramente por
células fusiformes, que podem mimetizar o diagnodstico de Sarcoma de Ewing / PNET.
Apesar de expressar positividade para MIC — 2, ndo apresenta a translocagdo entre o
cromossomo 11 e o 22 (t11;22). Nesta variante histologica, as pequenas células redondas

sdo circundadas por areas focais de tumor ostedide e/ou deposito ostedide perivascular.

Introdugdo
38



1.2- Exames de Imagem

1.2.1- Rx simples, Tomografia Computadorizada e Ressonancia Nuclear Magnética

O aspecto radiologico do osteossarcoma (Figuras 2, 3, 4 e §) ¢ de uma lesdo
litica permeativa e destrutiva, com zonas de transi¢do pobremente definidas ao longo do
0sso normal, com falta de reposta endosteal. Pode haver ossificagdo em partes moles,
formando os chamados “raios de sol”, e formagdo periosteal com levantamento do cortex

(tridngulo de Codman) (P1ZZ0, POPLACK, 2002; ROSEN, 2000).

Figura 2- Rx simples do fémur, apresentando reagdo periosteal (tridngulo de Codman),

imagens radiopacas irregulares e aumento de partes moles.
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Figura 3- Tomografia Computadorizada do fémur apresentando lesdo mal delimitada em
por¢do diafisaria do osso, osteocondensante com reagdo periosteal, massa em

partes moles, erosdes corticais e envolvimento de vasos.
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Figura 4- Ressonancia Nuclear Magnética da tibia, mostrando volumosa lesdo expansiva
infiltrativa, em 1/3 proximal do osso, com destrui¢do da cortical e extensa

infiltragdo medular.

Introdugdo
41



Figura 5- Angiorressondncia Magnética do membro inferior, evidenciando volumosa
massa envolvendo fémur, com extensdo para planos musculares adjacentes,

envolvendo a artéria poplitea.

1.2.2- Cintilografia éssea com tecnécio 99-m7C

Importante exame com radioisotopos, para avalia¢do da extensdo do tumor em
seu sitio primario, com a detecgdo de skip — metastases (Figura 6) e envolvimento 6sseo a

distancia (MARINA, 2004; PIZZ.0O, POPLACK, 2002).
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Figura 6- Cintilografia 0ssea corporal realizada com Tecnécio 99-mTC, evidenciando
intensa captagdo do radiofarmaco, na area do tumor localizado na por¢do distal

do fémur esquerdo.

1.2.3- Cintilografia com sestamibi 99-m7C

O sestamibi 99-m7C é um cation lipofilico usado na cintilografia para avaliagao
de sarcomas Osseos ¢ de partes moles, sendo importante para a avaliagdo da extensdo do
tumor. Sua captagdo (Figura 7) parece ser inversamente proporcional a expressdo positiva
da glicoproteina P (GpP). VERGOTE, 1998, analisou este radiofarmaco em
osteossarcomas, ¢ comparando-o a expressdo positiva da GpP nestes tumores, sugeriu que
a adigo de drogas que pudessem reverter o fenomeno de resisténcia aos quimioterapicos
nio relacionados aos esquemas terapéuticos convencionais (ex. ciclosporina- A), para

melhorar a sobrevida livre de doenga destes pacientes.
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Figura 7- Cintilografia corporal, realizada com Sestamibi 99m7C, mostrando captagdo do

radiofarmaco, na area do tumor, localizado na porgao distal do fémur esquerdo.

1.3- Gene P53

Os tumores malignos, ditos esporadicos, surgem em decorréncia de uma série
de alteragdes celulares somaticas, causadas por delegdes cromossOmicas, rearranjos ou
mutagdes nos oncogenes € nos supressores tumorais. Os oncogenes possuem um importante
papel nas fungdes metabolicas celulares, como crescimento e diferencia¢do enquanto 0s
genes supressores tumorais bloqueiam a proliferagdo celular descontrolada que pode levar
ao cancer. Um dos supressores tumorais mais envolvidos com os processos neoplasicos € o
P53 localizado no brago curto do cromossomo 17 no locus 13 (17p13). O P53 ¢ ativado em
resposta a sinais de dano celular. Codifica um fator de transcri¢do que interage com outros
genes, induzindo a parada do ciclo celular em Gl, para o reparo do gene danificado ou

quando isso ndo € possivel, leva a célula a apoptose. Quando o P53 esta mutado, a célula

Introdugdo

44



com o DNA danificado escapa do reparo e da apoptose, levando a formagdo do tumor

(MARINA,2004;HAINAULT,1997).

Em vérias neoplasias as mutagdes no gene P53 tem sido associadas ao pior
prognéstico e a uma menor resposta a quimioterapia. Nos osteossarcomas, alteragdes no
P53 ocorrem em até 20% dos casos. Embora esta correlagdo prognostica ainda ndo tenha
sido estabelecida, alguns autores demonstraram que nas recidivas pulmonares, as alteragdes

no P53 tendem a sugerir uma pior evolugdo clinica (FERRARI,2004; TRIEB,2001).

Em algumas malignidades , a mutagdo de um alelo do gene P53 ¢ acompanhada
pela delegdio do outro alelo e 0 resultado é a auséncia da proteina P53 selvagem. A dele¢ao
monoalélica do gene P53 em osteossarcoma, pode ser detectada através da técnica de

hibridizagdo in situ fluorescente (£ ISH), HEIM,1995.

1.4- Gene RBI

O gene RBI codifica uma proteina nuclear que € ativa quando relativamente
ndo fosforilada, mas pouco ativa quando € fosforilada pelas cinases dependentes de ciclina,
antes da fase S do ciclo celular. Em seu estado fosforilado ativo, a pRb se liga a membros
do complexo de transcrigdo E2F, inativando-os. Este complexo € necessario a progressao
para a fase S, de modo que sua inativagdo por RBI bloqueia o ciclo celular. Este bloqueio
s6 ¢ liberado quando pRb ¢ inativado por fosforilagdo. A reativagdo do ciclo celular ocorre
quando seus grupamentos fosfato sdo removidos. Entretanto, quando existe uma mutagao
no gene RBI, ocorre perda de fungdo, levando a inativagdo permanente. O ciclo celular fica
“sem freio”, e a célula entra em multiplicagdes descontroladas levando ao desenvolvimento

de um tumor. (GRANA, 1998).

Nos tltimos anos com a introdugdo de protocolos poliquimioterapicos, ocorreu
melhora no prognéstico dos pacientes com 0steossarcoma. Porém 30 a 40% destes ainda
tém evolucdo desfavoravel. Em 1986, FRIEND caracterizou o gene RBI como sendo um
gene supressor tumoral. A perda de sua fungdo tem importante papel no desenvolvimento

do retinoblastoma, tanto no tipo esporadico quanto no familial. Esta inativagdo também esta
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associada a patogénese de outros tumores como os sarcomas de partes moles, os
carcinomas de bexiga e de pulméo e os osteossarcomas. A perda da heterozigose do gene
RBI esta presente em 50% dos pacientes portadores de osteossarcomas e estd associada a
pior prognéstico (IIDA, 2003). A delegdo do gene RB/ em doentes com osteossarcomas
pode ser detectada através da técnica de hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH),HEIM,1995.

1.5- Citogenética Molecular

O osteossarcoma ¢ tumor 6sseo maligno, caracterizado por caridtipo
extremamente complexo, e com freqiientes ganhos génicos. Estes ganhos podem resultar
em superexpressdao de genes, que podem contribuir para a instabilidade génica dos
osteossarcomas. A perda de heterozigose nos bragos dos cromossomos 3q,13q, 17pe 18q
tem sido encontrada em osteossarcomas, sendo a mais freqliente a dos cromossomos 13q e
I7p, que podem refletir a inativagao do RB/ e P53 (OZAKI, 2003). A identificagdo destes
genes em seus sitios de amplificagéo ¢ de fundamental importancia para o entendimento da

biologia e do comportamento clinico desta doenca (SQUIRE, 2003; PINKEL, 1998).

O ganhos génicos nos osteossarcomas tém sido pesquisados por diferentes
técnicas moleculares, como por exemplo a PCR , FISH e o Southern Blotting. Atualmente,
a técnica da Hibridizagdo Gendmica Comparativa (CGH) permite a analise dos ganhos e
perdas gendmicas, identificando o nimero de cépias de DNA presentes nos cromossomos
do material tumoral, que também podem ser confirmadas pela técnica de FISH
(MAN, 2004). Em osteossarcomas, estudos através da técnica CGH, ja identificaram
ganhos génicos em diversos cromossomos como: 1p22, 1p31, 1921, 1923, 2q24, 3p25,
3926, 6q24.3, 4q12, Spl4-pl5, 5q33. 6p12-p21, 6q24.3, 7p21-p22, 8ql2-q23, 10p21,
10q11.1, 10922, 11ql3, 11923, 12p13, 12q12-q15, 17p11.2, 17q21, 18922, 19p13.1 e
20p11.2 (LAU, 2004; ZIELENSKA, 2001; STOCK, 2000).

A técnica CGH detecta alteragdes génicas (ganhos e perdas das copias de DNA)
maiores que 5-10 Mb de todo o genoma em uma tnica hibridiza¢@o, sem envolver cultura

de células (SANDBERG,2003; KUUTILA,1998; BENTZ,1998; PIPER,1995;
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KALLIONIEMI, 1994). KALLIONIEMI, 1992 foi um dos primeiros a empregar a CGH
para o estudo de tumores s6lidos. O DNA tumoral ¢ isolado e, através da reagdo de Nick
Translation, é marcado utilizando um fluorocromo. Como padrdo ¢ utilizado DNA normal
também marcado com um fluorocromo, mas de uma cor diferente da empregada no DNA
tumoral. Estes DNA sofrem uma co-precipitagdo e sao hibridizados a metafases normais.
Apés lavagens para retirada das hibridizagdes inespecificas, realizada-se a andlise dos
ganhos e perdas génicas tumorais. Esta técnica vem sendo amplamente utilizada no estudo
génico dos tumores sélidos, na tentativa de identificar oncogenes ¢ genes de supressdo
tumoral envolvidos no diagnéstico e na progressao dos tumores solidos. A técnica de CGH
permite a andlise genética detalhada de cada regido do cromossomo envolvido no

desenvolvimento tumor (VARELLA-GARCIA, 2003).

Nos osteossarcomas, a técnica de CGH tem sido utilizada na tentativa de se
entender as diferentes alteragdes citogenéticas, identificando os ganhos e as perdas
cromossomicas (ZIELENSKA, 2001), revelando as mais diversas alteragdes na seqiiéncia

de DNA, que podem ou ndo ter relagdo com a etiologia e a evolugdo do osteossarcoma

(OSAKI, 2003).

A amplificagdo génica produz uma instabilidade gendmica e, por isso, esta
claramente associada a progressdo tumoral, além de ter significado prognostico. Estas
amplificagdes sdo freqlientemente vistas em um nivel citogenético como os double minutes
(dmin) ¢ as regides coradas homogeneamente (hsrs). Contudo, © reconhecimento
citogenético ndo permite 0 mapeamento e identificagdo de seqiiéncias de DNA amplificado,

sendo a CGH o método ideal para o reconhecimento destas alteragoes (MAN,2004).

1.6- Hibridizag¢do in situ Fluorescente (FISH)

A procura por genes especificos associados ao desenvolvimento do
osteossarcoma iniciou apds a constatagdo de que oS resultados citogenéticos obtidos
convencionalmente ndo eram especificos. Embora ndo necessariamente especifico ao
osteossarcoma, um numero de genes importante foi identificado, incluindo véarios genes
Supressores tumorais, Oncogenes ¢ genes codificadores de fatores de crescimento. Os genes

mais associados ao osteossarcoma sao 0s genes RBI e P53 (BRIAN,2002).
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O estudo da delegdo dos genes RB/ e P53 foi realizado pela técnica de FISH,
que utiliza sondas especificas das regides génicas, 13q14 e 17p13.1 respectivamente,
marcadas com fluorocromo . As sondas sdo hibridizadas com o material tumoral disposto
em lamina. Apés a lavagem das laminas para retirada das hibridizagdes inespecificas, a

analise € realizada em microscopio de fluorescéncia (HEIM,1995).
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2- OBJETIVOS
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1- Visualizar a amplificagdo e/ou dele¢ao de regides cromossomicas especificas
com a técnica de Hibridizagdo Gendmica Comparativa (CGH), em material
de tecido do tumor de osteossarcoma, diagnosticado em criangas €

adolescentes.

2- Pesquisar a delegdo do gene P53 no tecido tumoral de pacientes com

osteossarcoma, pela técnica de Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH).

3- Pesquisar a delegdo do gene RBI no tecido tumoral de pacientes com

osteossarcoma, pela técnica de Hibridizagao in situ fluorescente (FISH).

4- Correlacionar os achados citogencticos a possiveis fatores clinicos

prognosticos.
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3- MATERIAL E METODOS
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O presente estudo baseou-s¢ em analise citogenética, através da técnica de
CGH. de DNA extraido de material de bidpsia diagnostica de osteossarcomas, de criangas e
adolescentes, diagnosticados e tratados no Departamento de Oncologia do Centro Infantil

Dr. Domingos A. Boldrini, Campinas/SP, no periodo de janeiro de 1999 a outubro de 2005.

Neste periodo, 52 pacientes foram diagnosticados com osteossarcoma. Dos
52 pacientes registrados no servigo, 41 foram considerados analisaveis. Foram excluidos os
pacientes dos quais ndo foi possivel extrair DNA do tecido da bidpsia diagnéstica do tumor,
por ndo armazenamento adequado do tecido tumoral em banco de tumor, e aqueles cujos
pais nio deram o consentimento livre esclarecido para inclusdo do material no estudo

(ANEXO I).

Objetivando a uniformizagdo dos diagnésticos histopatoldgicos, os 41 casos
foram revisados pela Profa. Dra. lzilda Aparecida Cardinalli (Chefe do Servigo de
Anatomia Patologica do Centro Infantil Boldrini / Professora Titular do Departamento de
Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias Médicas da USF), e pelo Prof. Dr. André
Schenka (Professor do Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP).

3.1- Solugdes utilizadas para a realizacio da Técnica de Hibridizagao in situ

Fluorescente (FISH)

« 20X SSC,pH 5.3

Diluir 175g de NaCl ¢ 88g de Na3;CeHs07.2H,0 em 800 mL de agua destilada,

ajustando pH com HCl IN e completando o volume final para 1litro.

e Solucio de desnaturacao

Adicionar 49 mL de formamida, 7 mL de 20X SSC (pH 5.3) e 14 mL de agua
destilada. O pH foi ajustado entre 7.0 e 7,5, em temperatura ambiente. Entre 0s usos, a

solugdo foi mantida a 4°C.
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® Solugdes de etanol para desidratacio (a 70%, 85% e 100%)

Diluir o etanol absoluto com 4gua destilada para preparar as solugdes de etanol
85% e 70% (v/v).

¢ Solugio de lavagem 0.4X SSC/0.3% NP-40

Um volume de 0,4mL do 20 x SSC foi pipetado para um borel contendo 40 ml
de 4gua destilada.. Apés adicionar 120pL de NP-40 (nonindet P40), homogeneizar. O pH
foi ajustado entre 7.0 e 7.5 com NaOH 0,1N.

e Solugio de lavagem 2X SSC/0.1% NP-40

Um volume de 2mL do 20 x SSC foi pipetado para um borel contendo 40 ml
de agua destilada.. Adicionado 40uL de NP-40 (nonindet P40) e homogeneizar. O pH foi
ajustado entre 7.0 e 7.5 com NaOH 0,IN.

* Controle de DNA marcado com SpectrumGreen (Vysis-Downers Grove,

IL, USA)

3.2- Metodologia para técnica de FISH
3.2.1- Principio da técnica de FISH

A Hibridizagao in situ Fluorescente (FISH) é um método que permite
identificar uma seqiiéncia alvo de DNA através do uso de uma sonda. Esta ¢ uma seqiiéncia
complementar ao alvo, marcada com fluorocromo. O principio basico ¢ a hibridizacdo da
sonda com o DNA do material a ser estudado, que serd analisado em microscopio de

fluorescéncia (JORDE, 2000).
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32 2- Sondas utilizadas para a pesquisa através da técnica de FISH

A técnica de FISH ,para a analise da delegdo do gene P53, foi realizada
utilizando a sonda de seqiiéncia especifica LS/ P53 (17p13.1), Vysis-Downers Grove, IL,
USA, marcada com SpectrumQOrange que gera uma coloragdo vermelha sob filtro de
fluorescéncia TRICT (Tetramethyl rhodamine isothiocyanate) . Esta sonda possui
aproximadamente 145Kb e hibridiza a regido p13.1 do cromossomo 17, onde localiza-se 0

gene P53 (Figura 8).

LSI p53 SpectrumOrange

(17p13.1)

Cromossomo 17

Figura 8- Ideograma do cromossomo 17. indicando a localizagdo do gene P33

A técnica de FISH para a andlise da delegdo do gene RBI, foi realizada
utilizando a sonda de seqiiéncia especifica LS/ 13 (RB1) 13q14, Vysis-Downers Grove, IL,
UJSA, marcada com SpectrumOrange que gera uma coloragdo vermelha sob filtro de
fluorescéncia TRICT (Tetramethyl rhodamine isothiocyanate). Esta sonda possui

aproximadamente 220Kb e hibridiza a regido ql4 do cromossomo 13, onde localiza-se 0

gene RB! (Figura9).
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o

1 LSI 13 (RB1) SpectrumOrange
(13q14)

IR

Cromossomo 13

Figura 9- Ideograma do cromossomo 13, indicando a localizagdo do gene RB/

3.2.3- Preparo da lamina com o material tumoral para a técnica de FISH

O material utilizado para andlise através da técnica de FISH foi obtido de
tumores emblocados em parafina. Foram realizados cortes histolégicos de Sum, dispostos
na regido central de laminas silanizadas, método de pré tratamento da lamina que impede
que o corte se solte durante o procedimento de hibridizagdo e lavagem. Antes de comegar o
procedimento a lamina com o corte deve ser mantida a 60°C por 2 horas, para fixa¢do do

material.

3.2.4- Preparo da sonda para realiza¢do da técnica de FISH

As duas sondas utilizadas, P53 e RBI, foram diluidas da mesma maneira,
seguindo as orientagdes do fabricante (Vysis-Downers Grove, IL, USA). Foi pipetado em
um tubo de microcentrifuga 1pL de sonda, 2L de agua bidestilada estéril e 7uL do tampao

de hibridizagdo, presente no kif do fabricante.

3.2.5- Tratamento pré hibridizagdo para realizagio da técnica de FISH

A lamina com o corte histolégico tumoral necessita um pré tratamento para
possibilitar a hibridizagdo. Este tratamento constitui em submergir as ldminas em uma
seqliencia de trés boréis contendo xilol P.A. durante 10 minutos sob agitagiio constante,

com o intuito de retirar da parafina. Para retirar o excesso de xilol, as ldminas foram

Material e Métodos
58



submersas numa seqiiéncia de dois boréis contendo etanol absoluto por 5 minutos cada,
com agitagdo constante. Na etapa seguinte, as laminas foram incubadas em 2 x SSC, pH 7,0
por 25 minutos a 75°C e depois sofreram um tratamento com pepsina (pepsina 0,4%, NaCl
0,9% e HC1 0,02N) para remover o excesso de citoplasma das células. Para cada lamina, foi
pipetado S00uL de pepsina sobre o corte histologico, coberto com uma laminula plastica
20 x 50 mm. A lamina entdo foi levada a uma caixa umida , a 37°C, por 25 minutos . Apés
este tempo, a laminula foi retirada e descartada. A 1amina com o corte foi imersa em borel
com 2 x SSC por 5 minutos a temperatura ambiente e em seguida passada em uma
seqiiéncia de trés boréis com diferentes concentragdes de etanol, 70%, 85% e 100%,
obedecendo esta ordem. A lamina foi seca em temperatura ambiente €, assim, seguiu para

hibridizagao.

3.2.6- Hibridizagdo

A lamina com o corte histologico foi submersa em um borel contendo a solugdo
desnaturante (70% formanida / 2xSSC) a 73°C, por 5 minutos. Em seguida submersa em
boréis contendo etanol 70%, 85% e 100%. Depois foram secas em temperatura ambiente €

mantidas a 45°C.

A sonda preparada num volume final de 10pL, foi desnaturada a 73°C por
5 minutos e pipetada sobre a regido previamente marcada da lamina alvo desnaturada. Uma
laminula 24 x 40 mm foi utilizada para cobrir a sonda. A laminula foi selada a lamina com

cola plastica (Cola Vinil, Brascola).

A liamina com a sonda foi colocada em laminério plastico, onde no fundo foram
colocados papéis absorventes umidecidos com soro fisiologico estéril e levados a estufa a

37°C, por 72 horas, para a hibridizagao.

3.2.7- Lavagem

Apos hibridizagdo, a lamina foi lavada para a retirada de hibridizagdes
inespecificas. A laminula foi removida e a lamina, entdo, submersa em uma seqiiéncia de

trés boréis com a primeira solugdo de lavagem, 50% formamida / 2 x SSC, na temperatura
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de 45°C, durante 5 minutos cada. A seguir a lamina foi submersa em 2 x SSC, por
5 minutos a 45°C e depois em 2 x SSC / rween 20 0,05% por 3 minutos a 45°C. Em seguida
a lamina foi lavada em PBS 1 x e submersa em uma seqiiéncia de etanol 70%, 85% e 100%.
Secou-se a lamina em temperatura ambiente e a ela foram adicionados 10 uL do corante de
fundo  DAPI  (Glicerina contendo 476 ~diamidino-2-phenylindole ~ 0,5ug/mL;
1,4-diazobicyclo (2.2.2) octane 2%, ambos reagentes da Sigma Chemical), observando
sempre o local onde estd o tecido tumoral. Sobre o corante colocou-se uma laminula
24 x 40 mm. Apés 10 minutos a 4°C, as laminas com metafases hibridizadas foram

analisadas no microscépio de fluorescéncia.

3.2.8- Captura da imagem do FISH

As imagens dos nucleos foram capturadas no microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX51) com lampada de mercrio de 100W, equipado com uma roda onde estdo
dispostos os filtros DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole), F/TC  (Fluorescein
isothiocyanate) e 7R/CT (Tetramethyl rhodamine isothiocyanate). Para a captura do FISH
utilizando as sondas LS/ P53 e LSI (RBI] ) sdo utilizados somente os filtros DAPI e TRICT.
O microscépio possui um sistema captura de imagem acoplado, composto por uma camera
monocromatica de resolugdo 768 x 575 pixel (CCD COHU mod. 4912-5010/0000) e um
computador PC — Pentium, com Windows NT 4.0 com software para analise de caridtipos,

FISH e CGH (Sistema CytoVision — Applied Imaging).

3.2.9- Analise das imagens do FISH

De cada campo observado foram capturadas duas imagens, uma corada com
DAPI, outra com TRICT. Da imagem corada com DAPI identificou-se os niicleos
interfasicos. A imagem capturada com 7RICT é especifica para a marcagdo do genes
estudados, pois as duas sondas, sdo marcadas com SpectrumRed (vermelho). Com relagdo a
interpretagdo, na célula normal sdo encontrados duas marcagdes vermelhas que representam
os dois alelos dos genes , enquanto na célula com delegdio somente um sinal vermelho é

observado (Figura 10).
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A B

Figura 10- Imagens de ntcleos interfasicos de cortes histologicos tumorais hibridizados
com sonda para pesquisa do gene P53. A) Nucleos interfasicos apresentando
delegdo, apenas um sinal vermelho € observado (seta). B) Nicleos interfasicos

normais, presenga de dois sinais vermelhos.

3.3- Metodologia para a realizacio da técnica de Hibridiza¢io Gendmica

Comparativa (CGH)
3.3.1- Principio da Técnica do CGH

Esta técnica usa estratégia de hibridizagdo reversa, ¢ consiste na extragdo de
DNA tumoral a ser estudado ¢ DNA normal para controle, seguida da marcagdo de ambos
com fluorocromos diferentes. Apos a extragdo, o DNA ggnﬁmico de célula tumoral ¢
marcado com SpectrumGreen € o DNA gendémico normal ¢ marcado com
SpectrumOrange. A seguir, os dois sdo co-hibridizados em metafases normais. Como
resultado obtem-se uma colora¢do padrdo em todos 0s Cromossomos. Mediante a presenga
de desequilibrios no DNA teste, verifica-se maior ou menor representagdo de uma das
cores, 0 que permite, através da analise com um software apropriado, identificagdo de

perdas e/ou ganhos no DNA tumoral (WOLF, 1996).
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Esta técnica permite a detecgdo de desequilibrios cromossdmicos, isto €,
alteragdo da quantidade de DNA, seja por ganho ou perda de material genético, nio sendo
capaz de detectar translocagdes equilibradas. Assim, ao contrario do estudo por citogenética
convencional, o DNA teste ¢ estudado, sem a necessidade da obtencdo de metafases através

de cultura de células.
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Figura 11- Representagdo esquematica do método de CGH. Quantidades equivalentes de
DNA tumoral marcado com fluorocomo verde e DNA normal marcado com
fluorocomo vermelho, sdo hibridizados com metafases normais. Esta lamina
hibridizada ¢ levada ao microscopio de fluorescéncia e a captura fornece os
seguintes resultados: DNA normal, amarelo; ganho de DNA tumoral, verde:

perda de DNA tumoral, vermelho.

3.3.2- DNA para CGH - Sonda

O DNA gendmico tumoral ¢ extraido utilizando digestao com Proteinase K e
depois tratado com fenol-cloroformio (24:1), e precipitado com etanol absoluto.
(MANIATIS, 1989). O DNA extraido ¢ submetido a reagdo de Nick translation, utilizando
como marcador um nucleotideo FITC-dUTP (SpectrumGreen, Vysis-Downers Grove, IL,
USA). Para DNA normal utilizado foi o DNA de referéncia (masculino ou feminino)

marcado com SpectrumRed (Vysis-Downers Grove, 1L, USA).
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3.3.3- Preparo do DNA gendmico tumoral para o Nick translation

O DNA extraido foi novamente suspenso em tampao 1XTBE (10mM Tris, ImM
EDTA, pH8,5). Sua concentragdo foi verificada ao Espectrofotometro UV-Vis (Eppendorf
AG, 22331, Hamburg). A partir deste dado foi realizada uma dilui¢do para o Nick

translation, de modo que sua concentragdo final na rea¢do fosse de 1 pg/plL.

3.3.4- Nick translation

Para marcagfio do DNA tumoral com o SpectrumGreen foi realizada a reagao de
Nick translation. Esta reagdo é um processo de replicagdo de DNA que utiliza uma enzima
com atividade endonucleésica que insere pequenos cortes na cadeia de fosfatos do DNA
(os chamados nicks). Estes cortes criam automaticamente extremidades 3°-OH, que servirdo
de apoio para que a DNA polimerase. A partir dos nicks, a DNA polimerase sintetiza
pequenos trechos de DNA, apoiando-se nas extremidades 3'-OH criadas pelos nicks.
Durante esta sintese a DNA polimerase acaba utilizando aleatoriamente os nucleotideos,
dTTP e o nucleotideo FITC-dUTP, presentes no meio reacional. Ao término desta etapa a
DNA polimerase produz uma série de fragmentos e reconstitui, em fita dupla o DNA

marcado.

Para reagdo de nick translation foi utilizado o kit da Vysis-Downers Grove, IL,
USA (Cat. No. 32-801024), seguindo o protocolo do fabricante. Para cada tubo de reagdo
foram adicionados os seguintes reagentes e sua concentragéo final, respectivamente, para
um volume final de 50pL: SpectrumGreen dUTP 0,2nmol/uL, dTTP 0,015mM/uL, dATP
0.lmM, dCTP 0.ImM e dGTP 0.ImM, 10X nick translation buffer (500mM Tris-HCI,
pH7,2, 100mM MgSO4, 1 mM DDT) 1X e 10uL da mistura de enzimas do nick translation
(DNA polimerase I, Dnase I, diluidas em 50% de glicerol, 50mM Tris-HCI, pH 7,2, 10mM
MgS0,, 0,1 mM DDT e 0,5 mg/mL de nuclease-free BSA). O volume foi completado com

agua isenta de nucleases.

A reacdo foi incubada por 2 horas a 15°C (temperatura Otima de agdo das
enzimas) e, a seguir foram inativadas por 10 minutos em banho a 70°C. O tubo foi mantido

a 0°C. Apds reagdo, o tamanho da sonda marcada foi avaliado através de uma eletroforese,
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utilizando gel de agarose 1% (10cm x 6,5cm), corado com brometo de etideo 10pug/ml, na
concentragdo final de 0,01% (v/v). As amostras foram preparadas para correr no gel,
utilizando 9ul. do DNA marcado ¢ lul. de 6 x tampao de corrida (0,05% azul de
bromofenol, 10% glicerol, TBE 6x). Foi utilizado como marcador de peso molecular 1Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen, life tecnologies). A corrida foi realizada com tampdo TBE
Ix (Tris borato 90mM, pH 8,3 / EDTA 2mM), utilizando corrente de 100mA., até que o azul

de bromofenol ficasse de 2 a 3 cm do final do gel.

O gel de eletroforese ¢ uma etapa muito importante, pois através dele podemos
avaliar 0 tamanho dos fragmentos de DNA marcado apos a reagdo de nick translation. O
ideal para a realizagdo do CGH ¢ que os fragmentos estejam entre 200 a 1000 pb

(Figura 12).
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Figura 12- Foto de um gel de agarose 1% corado com brometo de etideo 10ug/ml na
concentragdo final de 0,01% (v/v), submetido a eletroforese, com amostras de
DNA tumoral, apos rea¢do de nick translation. 1, 2 e 3, amostras de DNA
tumoral apos reagdo. M, marcador de peso molecular de 1Kb.

Comparativamente, através do gel, estima-se o tamanho da sonda.
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3.3.5- Controles e 1dminas utilizadas no CGH

Os controles positivos e negativos fornecem comparagdes na avaliagao da
hibridizagéo e interpretagdo dos dados do CGH. Para controles negativos foram utilizados
DNA de referéncia masculino normal, marcados com SpectrumGreen (Vysis-Downers
Grove, IL, USA, Cat. 32-804024) e SpectrumRed (Vysis-Downers Grove, IL, USA,
cat. 32-802024). O perfil de intensidade para este experimento foi dentro dos limites de
valores como determinado pela analise da imagem. Para controle positivo foi utilizado o
DNA controle positivo (Vysis-Downers Grove, IL, USA, cat. 32-800227) que ¢ extraido de
células provenientes de linhagens celulares onde as aberragdes genéticas ja sdo conhecidas

e sdo facilmente detectadas pelo CGH.

Foram utilizadas laminas com metafases normais (Vysis-Downers Grove, IL,
USA, Cat. N°30-806010). Estas laminas sdo preparadas utilizando células normais,
linfécitos em metafases, e sdo otimizadas para o teste de CGH, utilizando culturas de
linfécitos normais, estimuladas com fitohemaglutinina, por 72 horas. O padrdo de
cromossomo deve ter de 400 a 550 bandas. Os linfocitos s@o derivados do sangue de doador

masculino, cariotipicamente normal.

3.3.6- Co-precipitagdo dos DNA tumoral e normal — Sonda

A Co-precipitagdo foi realizada com o intuito de, numa mesma sonda, existirem
quantidades iguais de DNA tumoral marcado com SpectrumGreen ¢ DNA normal marcado
com SpectrumRed, além do Human Cot-1 DNA (Invitrogen, life tecnologies), cuja fungdo €
minimizar hidridizagdo da sonda com DNA repetitivo, como as familias A/ul e Kpml, nas
técnicas in situ, Isto faz com que diminua a hibridizagdo inespecifica no DNA alvo
(metéafases). Como a sonda marcada com SpectrumRed produz sinal de intensidade maior,
deve-se tentar igualar os sinais, aumentando a quantidade de sonda marcada com
SpectrumGreen. Para combinar as duas, foram utilizados 20ng do DNA tumoral marcado
com SpectrumGreen, 100 pg do Human Cot-1 DNA e Ing do DNA de referéncia

masculino, quando o tumor estudado for de um paciente do sexo masculino, ou DNA de
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referéncia feminino, quando o tumor estudado pertencia a uma paciente do sexo feminino,
marcado com SpectrumRed. Este mix de DNA foi precipitado com 0,1 volume de acetato
de sodio 3M e 2,5 volumes de etanol absoluto. A mistura foi homogeinizada e mantida em
gelo por 15 minutos para auxiliar a precipitagdo da sonda. Centrifugou-se o tubo por
30 minutos a 10.000g, em centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e a
sonda precipitada foi secada a temperatura ambiente. Ressuspendeu-se a sonda com 3uL de
agua destilada estéril e 7uL. de tampao de hibridizag¢@o para CGH (Vysis-Downers Grove,

IL, USA) e depois mantida a —20°C até o momento de uso.

3.3.7- Hibridizagao

Como o volume de sonda utilizado foi suficiente para cobrir somente uma parte
da lamina alvo (laminas com as metafases normais - Vysis-Downers Grove, IL, USA, Cat.
N°30-806010), uma area central foi escolhida e marcada com caneta diamante. Para a
desnaturac¢do, a lamina foi submersa em um borel contendo a solu¢do desnaturante
(70% formanida / 2xSSC) a 73°C, por 5 minutos. Em seguida submersa em boréis contendo

etanol 70%, 85% e 100%. Depois foram secas em temperatura ambiente e mantidas a 45°C.

A sonda preparada num volume final de 10uL, foi desnaturada a 73°C por
5 minutos e pipetada sobre a regido previamente marcada da lamina alvo desnaturada. Uma
laminula 24 x 40 mm foi utilizada para cobrir a sonda. A laminula foi selada a lamina cola

plastica (Cola Vinil, Brascola).

A lamina alvo com a sonda foi colocada em laminario plastico. No fundo deste
laminério foram colocados papéis absorventes umidecidos com soro fisiolégico estéril e

levados a estufa a 37°C, por 72 horas, para a hibridizag@o.

3.3.8- Lavagem

Apés hibridizagdo, a lamina foi lavada para a retirada de hibridizagdes
inespecificas. A laminula foi removida e a lamina, entdo, colocada em um borel com a

primeira solugdo de lavagem, 0.4X SSC/0.3% NP-40, na temperatura de 74°C, durante
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2 minutos. A seguir a ldmina foi submersa na segunda solugdo de lavagem, 2X SSC/0.1%
NP-40, em temperatura ambiente, por 1 minuto. Secou-se a ldmina em temperatura
ambiente e a ela foram adicionados 10 pL do corante de fundo DAPI II (Glicerina contendo
4°6 -diamidino-2-phenylindole ~ 0,5ug/mL;1 4-diazobicyclo(2.2.2)octane 2%, ambos
reagentes da Sigma Chemical), observando sempre o local marcado previamente na
hibridiza¢do. Sobre o corante colocou-se uma laminula 24 x 40 mm, e depois de aguardar
10 minutos a 4°C, as ldminas com metéfases hibridizadas foram analisadas no microscopio

de fluorescéncia.

3.3.9- Captura da imagem do CGH

As imagens das metafases foram capturadas no microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX51) com ldmpada de mercurio de 100W, equipado com uma roda onde estéo
dispostos os filtros DAPI (4'6-Diamidino-2-phenylindole), FITC (Fluorescein
isothiocyanate) e TRICT (Tetramethyl rhodamine isothiocyanate). O microscopio possui
acoplado um sistema captura de imagem composto por uma cidmera monocromatica de
resolugdo 768 x 575 pixel (CCD COHU mod. 4912-5010/0000) € um computador
PC — Pentium, com Windows NT 4.0 com software para analise de cariotipagem, FISH e

CGH (Sistema CytoVision — Applied Imaging).

3.3.10- Analise das imagens do CGH

Para cada caso foram capturadas no minimo vinte metéfases. De cada metafase
encontrada, foram capturadas trés imagens, uma corada com DAPI, outra com FITC e outra
com TRICT. A imagem corada com DAPI permitiu a identificagdo de cada cromossomo,
por analogia a banda G, para montagem do cari6tipo. A imagem capturada com FI/TC ¢ a
imagem resultante da hibridizagdo da metifase com o DNA tumoral marcado com
SpectrumGreen (verde). A imagem capturada com 7TRICT ¢ resultante da hibridizagao da

metafase com o DNA normal marcado com SpectrumRed (vermelho).
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O software atua nas imagens capturadas, atribuindo cores as imagens
correspondendo ao filtro utilizado na captura, sendo que para DAPI, FITC e TRICT sdo
atribuidas as cores azul, verde e vermelho, respectivamente. Além de cruzar as imagens
capturadas em 7RICT (DNA normal) ¢ FICT (DNA tumoral), o soffware processa uma
razdo, sendo de 0,75 em 7RICT para 1,25 em FICT (Figura 13). O cruzamento das imagens
gera uma nova cor, a amarela, que representa equilibrio entre os DNA hibridizados,
portanto esta cor admite que o0 DNA tumoral esta normal. Caso haja predominio da cor
verde, ocorreu uma maior hibridizagdo de DNA tumoral, portanto um ganho génico. Do
mesmo modo., havendo predominio da cor vermelha, ocorreu uma menor hibridizagdo de

DNA tumoral, portanto uma perda génica.
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Figura 13- Imagens do CGH com representagdes graficas. A) DAPI; B) DAPI invertido;
C) FITC - Hibridizagdo com DNA tumoral; D) TRICT — Hibridiza¢do com
DNA normal; E) Imagem cruzada FITC x TRICT - Razdo e F) Perfil oferecido

pelo software para analise de ganhos ¢ perdas génicas.

Apos estabelecida a razao de 1,25 para o verde e de 0,75 para o vermelho, a
metafase captura em DAPI, sofrendo uma inversdo de contraste pelo soffware. Isso permite
que 0s cromossomos sejam dispostos em um cariograma. Foi determinado o eixo de cada
cromossomo, ¢ por fim foram calculados os perfis de cada um, com intervalo de confianga
de 95%.
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Como o tecido do tumor € 0 DNA normal nfio sdo analisdveis por sexo, os
cromossomos X e Y foram excluidos da analise estatistica. O teste Binomial foi realizado
para detectar, as tendéncias em ocorrer ou nio, as anormalidades cromossdmicas em cada

um dos 22 cromossomos ¢, nos genes RBI e P33.

Os testes Qui-quadrado e exato de FISHER foram utilizados na andlise

estatistica deste estudo.

A sobrevida livre de eventos (SLE) e a sobrevida global (SG) foram calculadas
de acordo com o método de Kaplan-Meier (KAPLAN, MEIER, 1958). Para a andlise
estatistica, os pacientes foram analisados a partir do momento do diagnéstico até a
progressdo da doenga, ou recaida, ou morte por qualquer causa para 2 sobrevida livre de

eventos, e até a morte, na analise da sobrevida global.
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4- RESULTADOS
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No periodo de janeiro de 1999 até outubro de 2005 foram registrados no Centro
Infantil Boldrini 52 pacientes com o diagnostico de osteossarcoma. Foram excluidos desta
analise 11 pacientes, pela ndo obten¢do de material de biopsia de tumor congelado em

nosso banco de tumor, para a extragdo de DNA.

Dos 41 pacientes incluidos neste estudo, 24 eram do sexo feminino ¢ 17 do
sexo masculino, numa propor¢do de 1,4:1(Tabela 1, Figura 14). A maioria foi da raga
branca e apenas 6 pacientes eram ndo brancos (2 pacientes negros e 4 pardos; Tabela 2,

Figura 15). Houve o predominio da raga branca (p= 0,0001).
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Tabela 1- Distribui¢do da freqiiéncia, absoluta (n) e relativa (%), do sexo dos pacientes

com osteossarcoma. comparagdo pelo teste qui-quadrado de uma amostra

(a=0,05)
FREQUENCIA
SEXO
Absoluta (n) Relativa (%)

Feminino 24 58,5
Masculino 17 41,5
TOTAL 41 100,0
Qui-quadrado = 1,20 p=027

B Feminino HE Masculino

Figura 14- Distribui¢do da freqiiéncia dos pacientes com osteossarcoma. quanto ao sexo.
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Tabela 2- Distribuicdo da freqiiéncia, absoluta (n) e relativa (%). da cor dos pacientes com

osteossarcoma. Comparagio pelo teste qui-quadrado de uma amostra (o = 0,05)

FREQUENCIA
COR
Absoluta (n) Relativa (%)
Branco 33 80,5
Nao Branco 8 19:5
TOTAL 41 100,0
Qui-quadrado ’=1524 p=0,0001*

E Branco E Nao Branco

Figura 15- Distribuicdo da freqiiéncia dos pacientes com osteossarcoma quanto a raga.
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A faixa etéria de maior prevaléncia nos pacientes do estudo ficou entre
6 e 14 anos de idade . Ao diagndstico, 32 criangas tinham menos de 14 anos de idade
(78%), com mediana de 12,4 anos (Tabela 3, Figura 16). Oito pacientes apresentavam-se
entre 15 e 18 anos (19,5%) e apenas 1 paciente tinha mais de 19 anos, ao diagndstico

(Tabela 4, Figura 17).
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Tabela 3- Estatistica descritiva da idade (em anos) dos pacientes com osteossarcoma, por

ocasido do diagnostico

IDADE
(ANOS)
M 12,4
DP 34
EPM 0.5
MAX 22
MIN 6
N 41

IDADE (ano)
z

(8]
1

Figura 16- Idade (em anos) dos pacientes com osteossarcoma, por ocasido do diagnostico.
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Tabela 4- Distribui¢do da freqiiéncia, absoluta (n) e relativa (%), dos pacientes com
osteossarcoma segundo a faixa etaria (em anos) por ocasido do diagnostico,

comparagdo pelo teste qui-quadrado de uma amostra (o = 0,05)

FAIXA FREQUENCIA

ETARIA

Giio) Absoluta (n) Relativa (%)
—|14 32 78,0

>14 —| 18 8 19,5

=) [ - S R 1 2.5

TOTAL 41 100,0

Qui-Quadrado v’ =38,67 =0.,00*

W14 Wi >14—1s 0O >822

Figura 17- Distribuigao da freqiiéncia dos pacientes com osteossarcoma segundo a faixa

etaria (em anos), ao diagnostico.
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Quanto a localizag@o do tumor ao diagnéstico, a maioria foi em ossos longos de
membros inferiores (p=0,003). Dezoito pacientes apresentaram-se com comprometimento
pelo tumor em regido de fémur (44%), 11/41 em tibia (26,8%) , 9 em Gmero (22%), 1 em

radio, 1 em regido sacroiliaca e 1 em calcéneo (7,2%), Tabela 5, Figura 18.

Dezoito dentre os 41 pacientes apresentavam-se ao diagnostico com metastase

pulmonar e, 23 pacientes eram nao metastaticos (Tabela 6, Figura 19).
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Tabela 5- Distribuicdo da freqiiéncia, absoluta (n) e relativa (%), dos osteossarcomas
segundo a localizagdo anatdmica. comparacdo pelo teste de qui-quadrado de

uma amostra (mi <> outros) (o = 0,05)

LOCALIZACAO FREQUENCIA

ANATOMICA Absoluta (n) Relativa (%)
Fémur 18 440
Tibia 11 26,8
Umero 9 22,0
Radio | 2.4
Sacroiliaco | 24
Calcaneo 1 2.4
TOTAL 41 100,0
Qui-Quadrado ¥’ = 8,80 p=10,003*

OFémur |
H Tibia

@ Umero

O Radio

r_ll Sacroiliaco

[ Calcaneo

Figura 18- Distribuicdo da freqiiéncia dos osteossarcomas. segundo a localiza¢do

anatomica.
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Tabela 6- Distribuicdo da freqiiéncia, absoluta (n) e relativa (%), dos pacientes com
osteossarcoma, segundo o estadiamento. comparagdo pelo teste qui-quadrado

de uma amostra (a = 0,05)

FREQUENCIA
ESTADIAMENTO
Absoluta (n) Relativa (%)
Nio metastatico 23 56,4
Metastatico 18 43,6
TOTAL 41 100,0
Qui-quadrado ¥’ =061 p=043

M@ Nao Metastatico [0 Metastatico

Figura 19- Distribuigdo de frequéncia dos pacientes com osteossarcoma, segundo a

presenga de metastases.
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Quanto ao subtipo histoldgico, o osteobléstico foi o mais fregiiente, ocorrendo
em 85,4% dos casos (p= 0,000006), seguido pelo subtipo histoldgico condroblastico em

5/41 casos (12,2%) e apenas um paciente era do subtipo teleangiectdsico
(Tabela 7, Figura 20).

Resultados

82



Tabela 7- Distribuicdo da freqiiéncia, absoluta (n) e relativa (%), dos pacientes com

osteossarcoma, segundo o tipo histologico. Comparagao pelo teste qui-quadrado

de uma amostra (osteoblastico <> outros) (a = 0,05)

, FREQUENCIA

TIPO HISTOLOGICO

Absoluta (n) Relativa (%)
Osteoblastico 35 854
Condroblastico 5 12,2
Teleangiectasico 1 24
TOTAL 41 100,0

¥2=20,51 p = 0,000006*

Qui-quadrado

O Osteoblastico

@ Condroblastico

@ Teleangiectasico

35

Figura 20- Distribuigdo da freqiéncia dos pacientes com osteossarcoma, segundo o tipo

histologico.
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Como parte da terapéutica empregada para o tratamento do osteossarcoma, a
cirurgia do tumor deveria ser realizada entre as semanas 11 e 12 do protocolo
quimioterapico. O objetivo desta estratégia visava a redugdo do tumor, facilitando sua
ressecabilidade, como também, avaliar a resposta do tumor ao esquema quimioterdpico
utilizado através do grau de necrose no exame anatomopatolégico, segundo os critérios de
HUVOS. Em 80,6% dos pacientes a cirurgia conservadora foi realizada, com colocagdo de
endopréteses e/ou enxertias (p=0,0002), 7 pacientes foram amputados (19,4% dos casos) e
5 ndo realizaram cirurgia. Dois pacientes faleceram com progressio do tumor antes do
momento cirdrgico ( casos 27 e 30). Dois foram a 6bito por nefrotoxicidade apds o uso de
methotrexate (casos 2 e 21). Um paciente faleceu por sepse durante o periodo de
neutropenia febril (caso 25). Todos os obitos ocorreram antes das semanas 11 e 12 do
protocolo terapéutico (Tabela 8, Figura 21). Os 36 pacientes que foram submetidos a
cirurgia do tumor primdrio, tiveram o material cirdrgico avaliado histopatologicamente.
Dezoito pacientes tiveram grau I11 de necrose na pega cirlirgica segundo os critérios de

HUVOS (p=0,002), 10 casos tiveram grau I , 5 grau IV ¢ 3 grau | (Tabela 9, Figura 22).
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Tabela 8- Distribuicdo da frequiéncia, absoluta (n) e relativa (%), dos pacientes com
osteossarcoma, segundo a cirurgia realizada. Comparagdo pelo teste

qui-quadrado de uma amostra (o= 0,05)

CIRURGIA FREQUENCIA

REALIZADA Absoluta (n) Relativa (%)
Conservadora 29 80.6
Amputagio 7 19.4
TOTAL 36' 100,0

T 5 = = .
cirurgia ndo realizada em 5 pacientes

Qui-quadrado v'=13,44 p = 0,0002*

29
W Conservadora [ Amputacéo

Figura 21- Distribui¢do da freqiiéncia dos pacientes com osieossarcoma, segundo a

cirurgia realizada.
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Tabela 9- Distribuigdo da freqiéncia, absoluta (n) e relativa (%), dos pacientes com
osteossarcoma, segundo o grau de necrose na pega cirargica (huvos).

Comparagao pelo teste qui-quadrado de uma amostra (a = 0,05)

GRAU DE NECROSE FREQUENCIA
(HUVOS) Absoluta (n) Relativa (%)
I 3 83
11 10 27.8
11 18 50,0
v 5 13,9
TOTAL 36' 100,0

' cirurgia ndo realizada em 5 pacientes

[¥]

Qui-quadrado ¥ =14,89 p=0,002*

my al m il 1\

Figura 22- Distribuigdo da freqiiéncia dos pacientes com osteossarcoma, segundo o grau de

necrose da pega cirtirgica.
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Vinte e oito pacientes estio vivos. Dezessete (41,5%) em remissio clinica
completa, fora de terapia. Nove pacientes estdao em terapia, apos realizagdo de cirurgia,
sem atividade de doenca. Dois pacientes estdo vivos com progressao do tumor em pulmao
(casos 15 e 32). Treze pacientes deste estudo foram a 6bito (6 por sepse, 5 por progressao
de tumor e 2 por nefrotoxicidade a quimioterapia), Tabela 10, Figura 23. Duas meninas
tiveram o diagnostico de Leucemia Mieldide Aguda apos o tratamento do osteossarcoma
(casos 22 e 36). O caso n° 22, 11 meses apds o término da terapia para osteossarcoma,
faleceu por sepse antes de reiniciar a quimioterapia para tratar a leucemia e, o caso n° 36,
teve diagnostico de Leucemia Mieldide Aguda, 2 anos apos o término da terapia do
osteossarcoma, sendo submetida a novo esquema quimioterapico, seguido de transplante de

medula Ossea alogénico, falecendo 3 meses apds este procedimento, por sepse.
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Tabela 10- Distribui¢do da freqiiéncia, absoluta (n) ¢ relativa (%), dos pacientes com
osteossarcoma, segundo a condigdo atual do paciente (avaliagdo em dezembro
de 2005). Comparagdo pelo teste qui-quadrado de uma amostra

(vivo <> 06bito) (a=0,05)

FREQUENCIA

SITUACAO ATUAL

Absoluta (n) Relativa (%)
Obito por Sepse 6 14,6
Obito por Progressio do Tumor 5 12.2
Obito por Nefrotoxicidade 4 Quimioterapia 2 4,9
Vivo em Remissdo Clinica Continua 17 41,5
Vivo em Terapia 9 22,0
Vivo com Tumor 2 4.9
TOTAL 41 100,0
' obito decorrente do segundo tumor em um paciente
Qui-quadrado =433 p = 0.04*

@ Obito por Sepse

@ Obito por Progressdo
do Tumor

B Obito por Toxicidade
a Quimioterapia

M Vivo em Remissédo
Clinica Continua

OVivo em Terapia

M Vivo com Tumor

17

Figura 23- Distribui¢do da freqiiéncia dos pacientes com osteossarcoma, segundo a

condig¢do atual do paciente (avaliagdo em dezembro 2005).
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Para a andlise de Sobrevida Livre de Eventos foram considerados 41 pacientes.
Em 7 anos de seguimento, a Sobrevida Global foi de 61.5% + 0,8% e a Sobrevida Livre de

Eventos foi de 46.8% + 1,0%, de acordo com o método de Kaplan-Meier (Figuras 24 ¢ 23).
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Sobrevida Global (ano)

Figura 24- Sobrevida Global avaliada em 7, anos nos 41 pacientes portadores de

Osteossarcoma.
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Figura 25- Sobrevida Livre de Eventos avaliada em 7 anos, nos 41 pacientes com

Osteossarcoma.
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Ao analisarmos os 23 casos ndo metastaticos, a Sobrevida Global foi de

75% + 0.9%, em 7 anos de seguimento, e de 42% + 1,3% , para os 18 casos metastaticos,

de acordo com método de Kaplan-Meier (Figura 26).

(%)

g o B e e i i A S e e s e S s

L. —— SRR PSS
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Sobrevida Global

Figura 26- Sobrevida Global avaliada em 7 anos, dos 23 pacientes com Osteossarcoma ndo
metastatico comparativamente aos 18 pacientes com Osteossarcoma

metastatico ao diagnostico.
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A analise da Sobrevida Livre de Eventos, em 7 anos de acompanhamento, é de

65% £ 1,2%, nos pacientes ndo metastaticos € 25% = 1,2% nos pacientes metastaticos

(p=0,08), Figura 27.

(%)

Probabilidade
o
(6]

Sobrevida Livre de Eventos

Figura 27- Sobrevida Livre de Eventos avaliada em 7 anos, nos 23 pacientes com
Osteossarcoma ndo metastatico comparativamente a 18  pacientes com

Osteossarcoma metastatico ao diagnostico.
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De acordo com o grau de necrose avaliado na peca cirirgica, apos
11 a 12 semanas de quimioterapia , dentre os 36 pacientes que foram operados, a sobrevida
global para os pacientes que obtiveram grau [ de necrose segundo os critérios de Huvos foi
de 67% + 2.7%, para grau Il de necrose foi de 54% + 2%, para grau [1I de necrose foi de

76% + 1,2%, ¢ para o grau [V de necrose foi de 80% + 1,7% em seguimento de 7 anos

(Figura 28).
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Figura 28- Sobrevida Global em 7 anos, de acordo com o Grau de Necrose (HUVOS) nos

41 pacientes com Osteossarcoma.
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A andlise citogenética dos 41 casos foi realizada em tecido fresco congelado de
material do tumor, através da técnica de Hibridizagio Gendmica Comparativa (CGH),
Tabela 11. A pesquisa da delegdo dos genes P53 e RBI foi realizada pela técnica de
hibridizagdo in situ fluorescente (FISH), ANEXO II, em tecido de tumor extraido de bloco

fixado em parafina, com cortes histolégicos de 5 micras.

O teste Binomial foi realizado para detectar as tendéncias em ocorrer ou nao, as
anormalidades cromossdmicas em cada um dos 22 ¢romossomos. E, em caso de ocorrer
anormalidades, detectar se houve prevaléncia de amplificagdes e/ou delegdes e em qual
locus de cada cromossomo (Tabelas 12 e 13), aplicando-se os testes de qui-quadrado e

exato de Fisher.
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Tabela 11- Resultado CGH nos 41 pacientes com Osteossarcoma

CASO CGH

1 +1p32~31, +2q21,+ 6q16, + 12q12~13, -14q11.2 ~q12, -16pI12~p1 1.2, -21q1 1.2~q2]

5 +1q21~q32, +2q32~q35, +3p21~q27, +4ql2~q31.3, -5q35, +6p2l.3~q2l, +8q23~qter,
+10q24~qter, +11q13, +12q24, +13q22, -16p12~pl 1.2, -21q1 1.2, +22q1 2~qter
+1p34.2~p13,+1q21~q41,+2p24~pter,+3q12~q13.1,+4q23~q26,4+5p15.1~ter, +6p12~q1 2,+7ql I.

3 2,+8q24.1~qter,.+11ql4~qter,+12p11.2~p12,+12q14~ql5,+13q21~qter,-
16p13.1,+18p11.2~q22,-21q11.2~q21

i +1q31,+2p23,42q24,+3q23,+4p14~q13,+5q21~q34,+8q13,+8q23,+11923~qter,+13q21~q32,-
16p12~p13.1,+16q12.2~q13,+18q12~q22,-21q11.2~q21
+1p32-p33,+1925~q31,+2q24~q35,+

5 5p15.3,+6p21.1,+7p15~pter,+8q24.1~qter,+9q34,+1 1q23~qter,+13q33~qter,-14q11.2~q 13,-
16p11.2~ql13.1,-21pl1.2~q2I

6 +6q14~q16,+6q23~q24,+11p15,-14q11.2,-15q11.2~q15,-16p11.2~p13.1
+2p23~pter,+3q12~q13.1,+8q24.2~qter,-9q13~q21,+10q25~qter,+12q24.3,-14q1 | 2~ql3.-

7
16p12,+17q24~qter,-21ql 1.2~q21

8 +1pl3~pter,+1q23~q25,+2q37,+4q24,+11q24~qter,-17q23
+1,42,43,44p13~p15.3,+4q,+5p13~pter,+5q,+6p12~p21.1,+6p22~p25,+6q,+7p13~pter,+7q,*8,

9 +9p2 1 ~pter,+9q21~q32,10p12~pter,+10q,+ 1 1p12~pter,+11q,+12p12~p13,+12q 12~q23,+13q13
~qter,+14q11.2~q31,+15q14~q26,+16q13~q24,+18p11.3,+18q,+20p11.2~p12,+21q
+2q31,+2q36~qter,+6q15~q16,+7p14~pter,+7q21 ~q22,+7q36,+8q11.2~q12,+10q24~q25,+11q2

10
2~q23, +13q34,+18g22~q23, -21ql1.2

11 +2p23~pter,-9p13,-9921.-15q1 1 2~q21,+16q24,+1 7q25,-21ql1.2

5 +1p24.1-p34.2,42p23,+2q24,+2q32,-2p1 1.2~q1 1.2,+3p2 1 ,+5q32~q33,+9q3 1-qter,

I
+10q23, -14q11.2~q12,-16p13.1,+18q12~q21,-21q11.2~q21,-22q11.2
+1pl3~p34‘3,+lq23=q4l,+2p|6=p25,+2q24,+2q35~qlcr,+3p12~q25,+4p16,+4ql2,+4q22~q27,

13 +5q23~q34,+8p12,+8q24.1~qter,+13ql4~qter,-14q1 1.2,+14q31~qter,+15q22~q23,-

16p12~p13.1+16q13~q21, +18q,-21q11.2~q21,+22q13
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20

21

25

26

27

28

29

+1pl3~p31,+1p35,+2p16~p22.+6p12~p21.3,+7q31,+8pl | .2~qter,+9q21,-14q11.2,-
15q11.2~ql4,+16g24, -19q13.3~qter

+1p34.2~34.3,+1q32,+2p16~p24,
+3p24-~pter,+3ql12~q22,+3p13~p15.1,+5923~q32,+6p12~p21.3,+8q1 1.2~q12,+8q24.2,-
Op13~p21,+9q34,+11q12~q13,+12q12~q13,+12q24.3,+13q34,-14q1 1.2~q12,+14q24~qter,-
15q13~q15,+19p

T1p22~p34.2,+2pl4-~pter,+2q,+3p21,+3q1 2~q26.3,+5q14~q3 1,+6p12~q24,+7q22~qter,
+8q24.2~qter,-8p13,-8q21,+8q34,+10q2 1~qter,+11pl 5~q13,+12q13~qter,+13q21~qter,-
14q11.2,+14q23~qter,-15q11.2~q12,+15q23~q24,-16p11.2~p12,+18q12~qter,-21q11.2~q21

+2p24~pter,+2q37,+3q12~q13.3.+5q3 | ~qter,+8q24.2~qter -
9q21,+9934,+10q26,+11q12~q13,+11q22,+12q24.3,+13q3 1 ~qter,+14q32,-
15q11.2~q14,+18q23,+19q13.3,-21g21
+1p32~qd4,+2pld~pter,+2q23~qter,+3,+4,+5,+6p21.2~q27,+7p22~q31,+8,+9p2 | ~pter,+9q3 | -
q32,+10p15~q21 ,+11,+12,+13,+14,+15,+16q12.2~q23,+17q22~qter,+18,+20p11.2,+21q21
+1p22~p31,43p21~q23,+4q12,+5q22~q32,+6p12~p22,+11q22~q23,+13q32,-16p12~p13.2,-
2lqll1.2

+1p32~p35.+1q24~q32,+2pl6~pter,+2q22,+3p21,-4pl 6,+5p14.+5q1 1.2~q12,+6p12,-
15q14~q15,-21q11.2~q21

+1p25~p31.+2p24~pter,+2q12~ql3,+4q31.1~q31.2,+5q31~q34,+6p1 1.2~p21.3,+8q21.3~q23.+1
0q22~qter,+13q31~q32

+1q25~q31,-9q21,+18q11.2~q21.-21q11.2~q21

+1p13,4+2p23~p24,+2q33~qter,+5pl4~ql 1.2, +6p12~p21.3,+8q2 1 3~qter,+11pl5~ql 3,+12pl12,+
16q12.2~q13,+18p11.2~q23,-21q11.2~q21

+1p22~p31,+1q31,-
2p12,42q33,43q13.1,+4pl5.1-p15.2,+5q15~q31,+6p11.2~p21.3,+7p14,+9q22~qter,+10q22~q2
3. 411pl5~ql3,4+13q22~q32,-15q13~ql4,-16pl13.1
+7q31,-14q11.2~ql12,-15q14~q15,-16p12p~13.1
+1pl3~p33,+1q31,+2p21~pter,+2q22~q31,+5pl4~q34,+6q14~q21,+7q31,+8p22,+8q22~q24.1,
+11q22~q23,+13q21~qter,+15q21~q24,-16p12~pter,+16q,+18q,-21q1 1.2~q21
+1p24~q36,+4p14.+4q25-~q34,+5,+8p11.2~q22,+10q22~q26,+1 1q14~q22,+12q12,+12q24.3,+1
4q21~q23,-16p12~p13.1,+17p13~q21,+18q11.2,+19q

+1q21~q22,-3p25,+4p14,+5p13~p14,+6p23~p24,-12p1 2~p1 3,-15q14~q15,+18q1 1.2

+pl2~p22,+1q31,+4ql13,+6pl 1.2~p21.2,+10q25~qter,+1 | pl4~pter,+11q23,+13ql4~qter,+14q
24~q31,+15q22~qter,+16q12.1~q21,-21q1 1.2~q21
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

+1p31~p34.2,+2p24~pter,+3q12~q13.3,+3q26.1~q26.3,+4q13~q33,+5q2 1 ~qter,+7p1 4~p15,+7q
31~qter,+8q23~qter,-9q21,+9q22~qter,+10q25~qter,+1 1p14,+12p13,+12q13~q21,+13q2 | ~qter,-
14q11.2~q12,-15q11.2~q12,-16p11.2,+18q21~qter,-21ql1.2~q21

+1q24~q25,+3q12,+4q12~q13,+6p21.1~ql2,+14q24,-
15q15,+16q12.2~q21,+17p13~ql12,+18p11.3~ql1.2

+1p31~p35,+2p25,+2q35~qter,+3p14~p24,+4q24~q31.3,+5q14~q32,+6q21~q23,+7p15,+8q21.3
~qter,-9q21,+10q24~qter,+11p13~pter,+11ql4~qter,+12q24.2~qter,+13ql4~qter,+14q2 1 ~qter,-
15q11.2,-16p11.2~p12,+16q23~qter,+18q|2~qter,-21q1 1.2,-22q11.2,+22q13

+6q16~q21

+1p31,+1q31~q32,+2p25,+3q24~q27,+5q23,+6q12~q22,+7q22~q31,+8q1 1.2~q13,+9p21~p23,+
10g22,+11p12,+13q21
+1p13~p35,+1q31~q41,+2p22~pter,+2q22~qter,+3q12~q26.1,+4q26,+5q14~q21,+5q34~qter,+6
p21.1~p21.3,+6q2 1~qter,+7p21,+7q36,+8q22~qter,-9p13~p21,-

9q21,+10q22~qter,+1 Iql4~qter,+12q13,+13ql4~qter,-14q11.2,+14q24~qter,-
16p12~pl13.1,+18ql2~qter,-21q1 1.2~q21
+1p31~p32,+1q24~q32,+3p21~p23,+5q14~q33,+6p11.2~p21.2,+6q26~qter,+8q24.1~qter,-
9q21,49q32~qter,+11p14,-14q11.2,+16q13~q21,-21q1 1.2
+2p23~pter,+3q23,-14q11.2~q12,+14q32,-16p11.2~p13.1,-21q11.2~q21
+2p21~p24,42q32~q33,+3p21,+4q23~q26,+5q1 1.2,+6p12~q23,+8q13,+11p12~p13,+11q23~qte
r,+12q12~ql4,-16p13.1~p13.3,+16q12.2~q13,+17pl 1.2~q1'1.2,+18p11.2~q12,+19p13.1~q13.1,-
21ql1.2~q21

+1 42,43,+4,+5,+6,+7,+8,+9p 1 3~pter,+9q2 1 ~qter,+10p | 2~pter,+10q,+ 1 1,+12p13~q24.1 +13q,+
14q,+15ql4~qter,+16q12.2~qter,+17,+18,+19p13.2~q13.3,+20,+21q
+1q31~q32,+2p32,+3p21~q26.3,+4q13~q33,+5q34,+6p21.3~q16,+7p21,+8p12~p22,+9q31,+12
q13~q22,+13q21,-14q11.2~q12,-16p1 1.2~p12,+16q12.2~qter,+18q12~qter,-21q11.2,-22q1 1.2

+2p23~pter,+3q23,-14q11.2~q12,+14q32,-16p1 1.2~p13.1,-21q1 1.2~q2
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Tabela 15- Distribuicdo da freqiiéncia absoluta (n) da alteragdo génica das regides
especificas do cromossomo 5 por hibridizagdo gendmica comparativa — CGH.

Comparagdo pelo teste de qui-quadrado de uma amostra («=0,035)

- ALTERACAO CROMOSSOMO 5 "
REGIAO %
Amplificacao Deleciio Normal
p 10 0 31 0,001*
q 23 1 18 0,27

Tabela 16- Distribuicdo da freqiiéncia absoluta (n) da alteracdo génica das regides
especificas do cromossomo 21 por hibridizagdo gendémica comparativa —

CGH. Comparagéo pelo teste de qui-quadrado de uma amostra (=0,05)

ALTERACAO CROMOSSOMO 21 3

REGIAO g
Amplificacao Delecio Nio Delecao

q 3 26 15 0,008%*

qll.2 2 25 16 0,04*

q21 3 19 22 0,64

ql1.2~q2l 2 18 23 0,88

Uma vez detectada a frequéncia em ocorrer alteragdes nos cromossomos 5 €
21, foi aplicado o teste qui-quadrado. Dentre as anormalidades encontradas no cromossomo
5 , obteve-se principalmente amplificagdo no brago curto (Sp), p=0,00/. No cromossomo
21 houve maior frequéncia de dele¢cdo no brago longo ,-21q (p=0,008) locus ql1.22
(p=0,04), Tabelas 15 e 16.

A presenca da dele¢do nos genes P33 e RB1 foi estudada pela técnica de FISH e
analisada pelo teste qui-quadrado, sendo positiva em 68,3% dos casos para o gene P53

(p=0,02) e em 87,8% dos casos para o gene RBI (p=0,000001) ,Tabelas 17 e 18.

Nao houve correlagdo estatisticamente significativa entre a delecdo do gene
P33 (p=0,54) elou do gene RB! (p = 1,00) comparada a dele¢do encontrada no

cromossomo 21 (Tabelas 19 e 20).
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Tabela 17- Achados de delecio dos genes P53 E RBI do tecido tumoral, dos pacientes com

osteossarcoma, pela técnica de hibridagao in sifu fluorescente (FISH)

GENE
PACIENTES
P53 RBI
1 Negativo Positivo
2 Negativo Negativo
3 Positivo Positivo
4 Negativo Positivo
5 Positivo Positivo
6 Positivo Positivo
7 Positivo Positivo
8 Negativo Positivo
9 Positive Positivo
10 Positivo Positivo
11 Positivo Positivo
12 Negativo Positivo
13 Negativo Negativo
14 Positivo Positive
15 Positivo Positive
16 Pasitivo Positivo
17 Positivo Positivo
18 Positivo Positivo
19 Positivo Positivo
20 Negativo Negativo
2] Positivo Positivo
22 Positivo Positivo
23 Positivo Positive
24 Positivo Positivo
25 Negativo Positivo
26 Pasitivo Positivo
27 Positivo Positivo
28 Positivo Positivo
29 Positivo Positivo
30 Pasitivo Positivo
3l Negativo Negativo
32 Positivo Positivo
33 Negativo Positivo
34 Negativo Positivo
35 Positivo Positivo
36 Positivo Positivo
37 Negativo Positivo
38 Positivo Positivo
19 Positivo Positivo
40 Positivo Positivo
41 Negativo Negativo
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Tabela 18- Distribui¢do da freqiiéncia, absoluta (n) e relativa (%), da delecdo dos genes

P53 E RBI do tecido tumoral, dos pacientes com osteossarcoma, pela técnica
de hibridagdo in situ fluorescente (FISH). comparagéo pelo teste qui-quadrado

de uma amostra («=0,05)

GENE
P53 RBI
N % n %
Normal 13 31,7 5 12,2
Delegao 28 68.3 36 87.8
TOTAL 41 100,0 41 100,0
Qui-quadrado 0,02* 0.000001*

Tabela 19-

Distribuigdo da freqiiéncia da delegdo do gene P33 do tecido tumoral dos
pacientes com osteossarcoma, segundo a presenga de alteragio do
cromossomo 21, pela hibridizagdio gendmica comparativa — CGH.

Comparagao pelo teste exato de FISHER

B CROMOSSOMO 21
DELECAO P53
Amplificagdo Delecio TOTAL
Ausente 0 8 8
Presente 3 18 21
TOTAL 3 26 29!
' cromossomo 21, ndo alterado em 12 pacientes
Fisher p=0,54
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Tabela 20- Distribui¢io da freqiiéncia da delegdo do gene P33 do tecido tumoral dos
pacientes com osteossarcoma, segundo a presenga de alteragdo do
cromossomo 21, pela hibridizagdo gendmica comparativa — CGH.

Comparagio pelo teste exato de FISHER

_ CROMOSSOMO 21
DELECAO RBI
Amplificagio Delegdo TOTAL
Ausente 0 4 4
Presente 3 22 25
TOTAL 3 26 29!
Tcromossomo 21, ndo alterado em 12 pacientes
Fisher p =1,00
Resultados
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5- DISCUSSAO




O osteossarcoma ¢ o tumor dsseo mais freqiiente da inféncia e adolescéncia. No
inicio da década de 1960, mais de 80% dessas criangas, que ao diagndstico
apresentavam-se sem metastases, recaiam da doen¢a e morriam até 5 anos apos o
diagnostico, apesar das cirurgias agressivas a que eram submetidas (geralmente
amputagdes). Nas tltimas 3 décadas, progressos no entendimento da biologia e etiologia do
0S, melhoria nos diagnésticos por imagem , tanto do tumor primério quanto de suas
metastases e, 0s avangos terapéuticos (quimioterapicos e cirlrgicos) propiciaram grande
impacto na sobrevida destas criangas, com qualidade de vida ao preservar o membro
afetado pelo tumor, com a realizagdo de cirurgias conservadoras ¢ com colocagdo de
endoproteses. Nos ultimos 15 anos, conhecimentos de citogenctica e biologia molecular
direcionaram para novos caminhos na pesquisa da patogénese deste tumor, cuja etiologia

ainda é desconhecida (LINK, 2006).

Na casuistica do presente estudo, houve uma relagéo de freqtiéncia quanto ao
sexo, de 1.4:1 (feminino:masculino), proporgdo esta invertida em relagéo a literatura, que €
de 2:1 (masculino:feminino) BACCI, 2000 ; PIZZO, 2002. Néo ha explicagdo para este
achado epidemiolégico, principalmente se considerarmos que todos os casos incluidos
desta patologia foram consecutivos, ingressados no Centro Infantil Dr. Domingos Boldrini
no periodo de 1999 até 2005. Esta proporgdo se mantém, mesmo com o acréscimo daqueles
casos excluidos (n= 11), por nao termos conseguido extrair DNA do material do tumor.

Esta talvez seja uma particularidade de nossa populagao.

Observamos também, o predominio da raga branca em 80,5% dos casos. Como
a prevaléncia de negros na regido sudeste do Brasil ¢ de 20%, segundo dados do ultimo
censo do IBGE de 2000, os achados nesta populagdo do estudo, ja eram esperados. Apenas
2 pacientes eram negros e, 6 pardos, totalizando 19,5% dos casos. Nos EUA, como ha
maior porcentagem da raga negra compondo a populagdo americana, este tipo de tumor ¢
mais freqiiente nos negros (LINK,2006). Resultados preliminares do Grupo Cooperativo
Brasileiro para tratamento de osteossarcoma, OS-2000, em andlise de 123 pacientes,

detectaram que 52% dos pacientes eram do sexo feminino, 63% da raga branca

(PETRILLI, 2003).
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BACCI, 2003 e 2000 publicou resultados do Grupo Cooperativo Italiano para
tratamento de osteossarcoma referindo em estudo com 57 pacientes portadores de OS com
idade entre 6 a 39 anos (mediana de 18,1 anos), que 67% dos pacientes eram do sexo
masculino e 33% do sexo feminino (2:1). A faixa etaria dos pacientes do presente estudo é
semelhante aquela encontrada na literatura pedidtrica, variando de 6 anos e 6 meses a
22 anos (mediana de 12 anos e 4 meses). A maioria dos casos se encontrava entre 6 e
14 anos de idade (78%). A prevaléncia dos OS nesta faixa etdria mais precoce,
provavelmente se deve as caracteristicas do nosso Hospital, que estabelece a idade de
23 anos como limite para admissdo dos pacientes. Os grandes centros que tratam tumores
Osseos, tanto norte americanos quanto europeus, trabalham com idades mais avangadas, até
30 ou 40 anos ao diagnéstico (BACCI, 2003; KAGER, 2003; COTTERILL, 2004;
LINK, 2006). PETRILLI, 2003 em estudo nacional relatou que a idade média ao
diagnostico foi de 14 anos. Convém esclarecer que este protocolo teve como critério de

inclusdo pacientes da faixa etdria até 30 anos.

KAGER, 2003, em publicacdo pelo Grupo Cooperativo
Alemdo-Austriaco-Suigo (COSS) com 1765 pacientes analisados , todos com histologia de
alto grau de malignidade , apresentaram idade média de 15 anos ao diagnostico
(variando de 2 a 66 anos), havendo discreto predominio do sexo masculino com relagio ao

feminino (1,12:1).

Os sitios primarios mais freqiientemente acometidos pelo OS no presente
estudo foram: fémur em 44% (18/41 casos), tibia em 26,8% dos casos (11/41), imero em
9/41 casos (22%) e um caso de acometimento nos ossos radio, pélvis e calcaneo (7,2%). Ja
no grupo ltaliano, 57% dos casos eram originarios do fémur, 17% da tibia e imero e os 9%
restantes, distribuidos entre radio, fibula e calcaneo (BACCI, 2003; FERRARI, 2001). E,
no COSS, os ossos das extremidades foram os mais freqiientemente acometidos, em relagdo

ao esqueleto axial (5:1), KAGER, 2003.

Na presente casuistica, o subtipo histolégico predominante foi o osteoblastico
em 35 casos (85,4%) , seguido do condroblastico em 5/41 casos (12,2%) e apenas 1 caso de
OS teleangiectasico (2,4%). A histologia de alto grau de malignidade , com predominio do

subtipo osteoblastico ja era esperado, por ser este o subtipo mais freqiiente na pediatria.
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BACCI et al., 2003, pelo grupo Italiano, registraram entre os pacientes com
0S, prevaléncia histolégica do subtipo osteoblastico, presente em 59% dos casos, seguido
do subtipo condrobléstico em 15% dos casos ¢ do subtipo fibroblastico em 12% dos casos.
Por tratar-se de estudo cooperativo, ndo foi possivel confirmar o subtipo histologico em
14% dos pacientes. Os dados americanos revelaram grande variedade histolégica para este
tipo de tumor, com diferentes graus de formagdo de matriz ostedide, sendo em alguns casos
necessaria a realizagio de microscopia eletrdnica para melhor diferenciar a histologia
destes tumores. Mas, a maior prevaléncia também foi do subtipo osteoblastico

(LINK, 2006).

Na literatura, a metdstase pulmonar nos doentes com OS, ocorre em cerca de
20% dos casos. Tem melhor prognéstico quando apresentam-se unicas e/ou quando
totalmente ressecadas e com bom grau de necrose apés uso de quimioterapia. A sobrevida
em 3 anos para estes pacientes com metastase pulmonar varia entre 10 a 40%
(TSUCHIYA, 2002; KAGER, 2003; BACCI, 2003). No presente estudo, dezoito
pacientes (43,6%) apresentavam-s¢ com metastases pulmonares multiplas ao diagnostico.
Provavelmente isto decorreu do atraso diagnéstico, com demora do encaminhamento para
tratamento em centro especializado, infelizmente ainda freqiiente no pais. Apesar disso, a
Sobrevida Global (SG) em 7 anos de acompanhamento desses pacientes metastaticos foi de
42% + 1,3% e, a Sobrevida Livre de Eventos (SLE) foi de 25% + 1,2%.Vinte e trés
pacientes (56,4% dos casos) ndao eram metastaticos a0 diagnéstico e, em 7 anos de
seguimento apresentaram SLE de 65% =+ 1,2%, sendo este resultado comparéavel aos da
literatura (CRAFT, 2004; MARINA, 2004). Nas figuras 24 e 25 (paginas 89 e 90) estdo

contidos os resultados referentes a sobrevida dessas criangas.

No momento da admissdo de cada um dos 41 pacientes no Servigo, foram
realizados exames séricos de fungdo renal e hepética, de imagem ¢ biopsia por agulha em
regido do tumor , para diagnostico histopatolégico e envio de parte deste material para o
laboratério de  citogenética, para extragio de DNA e posterior criopreservagdo das

amostras a -70°C em banco de tumor.
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Trinta e trés dos 41 pacientes deste estudo foram submetidos ao mesmo
protocolo quimioterapico (POG/CCG P9754), com Cisplatina: 600mg/m? dose cumulativa;
Methotrexate 12g/m? /ciclo por 10 ciclos , Doxorrubicina com 375mg/m* dose cumulativa ,
[fosfamida 36g/m? dose cumulativa e Etoposide 2,4g/m? no total. Os outros 8 pacientes
foram tratados com o protocolo piloto Brasileiro, com Doxorrubicina 400mg/m? dose
cumulativa , Ifosfamida 45g/m? dose cumulativa, Etoposide 1,9g/m? dose cumulativa e
Cisplatina 480mg/m? no total. A cirurgia do tumor primario foi realizada entre as semanas
11 € 12 do tratamento , sendo que em 80,6% dos casos a cirurgia foi conservadora, com
colocagdo de endoproteses e/ou enxertias (p=0.0002). Em 7 doentes (19,4%) a cirurgia
realizada foi de amputagdo do membro afetado pelo tumor, indicada em decorréncia de
fratura patolégica ao diagnéstico, ou grande volume do tumor com circulagdo colateral e
pouca resposta quimioterapica, ou biopsia excisional seguida de curetagem, realizada em
outro servigo. Cinco pacientes ndo realizaram cirurgia . Dois destes (casos 2 e 21) foram a
obito por nefrotoxicidade e excregdo retardada do Methotrexate, antes da programada
semana cirurgica. O caso 25 ndo foi operado por ter falecido em decorréncia de sepse
durante episodio de febre e neutropenia severa, pés quimioterapia, antes das semanas 11 e
12 da terapia. Dois casos (n® 27 e 30), apresentavam-se ao diagnéstico, com multiplas

metastases pulmonares, falecendo por progressdo do tumor, antes do momento cirtirgico.

Os 36 pacientes submetidos a cirurgia, tiveram analise histologica da pega
obedecendo os critérios de HUVOS, 1977. Estes critérios quantificam a resposta
histologica apds o uso de quimioterapia, correlacionando a presenga de células malignas
residuais com pior prognostico evolutivo. Classifica como Grau IV quando ndo ha
evidéncia de tumor viavel na pega cirtrgica, com 100% de necrose; de Grau I1I quando ha
boa resposta a quimioterapia, com necrose maior que 90% na pega cirirgica e presenga de
focos de tumor viavel; de Grau II, chamado de resposta parcial a quimioterapia, ainda com
areas de tumor viavel e necrose entre 50% e 90% e, de Grau I quando na pega cirtirgica
examinada ndo houve resposta ou efeito quimioterapico e a necrose foi menor que 50%.
No presente estudo, em 50% dos casos (18/36) houve predominio do grau III de necrose
(p=0,002). Com protocolos modernos, os grau Il e IV de necrose sido esperados
(CRAFT, 2004; MARINA 2004). Este grupo de pacientes com grau Il de necrose

apresentou SG em 7 anos de 76% + 1,2%. Dez casos tiveram grau I1 de necrose, com SG
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em 7 anos de seguimento de 54% + 2% . Cinco casos com grau IV de necrose
apresentaram SG em 7 anos de 80% = 1,7%. Apenas 3 casos tiveram grau I de necrose,
que apesar da pouca resposta a terapéutica empregada, mantém SG em 7 anos de
seguimento de 67% + 2,7%. Na figura 28 (pagina 93) se visualizam as diferentes curvas de
sobrevida, de acordo com o grau de necrose histopatologica da pega cirurgica apos a

quimioterapia.

Trés dos 41 pacientes recidivaram (casos 15, 29 e 32). O caso 15, néo
metastatico ao diagnostico , apresentou recidiva pulmonar e para parénquima cerebral
2 meses apos o término da terapia , falecendo por progressdo do tumor 4 meses apds o
reinicio do tratamento quimioterapico. O caso 29, metastatico para pulmio ao diagnostico,
realizou cirurgia conservadora no membro com o tumor primario, com colocagdo de
endoprotese, apresentando recidiva em sitio cirurgico e em pulméo, 1 ano e 10 meses apos
o término da terapia. Reiniciou quimioterapia, realizou nova cirurgia em local do tumor
primario e pulmo, radioterapia, estando vivo em 2? remissdo completa, ha 4 anos. O caso
32. com doenga metastatica para pulmao ao diagndstico, apresentou recidiva pulmonar apos
I ano e 7 meses do término da terapia. A paciente estd viva com doenga em atividade,

refrataria a quimioterapia.

Dezoito pacientes apresentavam metastase pulmonar ao diagnostico. Trés deles
(casos 2, 27 e 30) morreram antes do momento cirurgico. Os demais doentes que
apresentavam metastase pulmonar ao diagnéstico (n=15) foram submetidos a toracotomia
para ressecgdo das mesmas, na 20 semana quimioterapica. Conforme mencionado, SLE
para este grupo de pacientes com metastases pulmonares, em 7 anos de acompanhamento

foi de 25% + 1,2% (p=0,08).

Vinte e oito dos 41 pacientes estdo vivos (p= 0,04), sendo 17 fora de terapia ¢
em remissdo clinica completa. Nove pacientes ainda estdao em terapia, livres de doenga.
Dois pacientes estdo vivos, mas com doenga em atividade. Na tabela 10 (pagina 88),
especificamos estes achados. No grafico representado pela figura 27 (pagina 92), a SLE de
acordo com a presenga de metastases pulmonares ao diagnostico, observam-se curvas
equipardveis aquelas dos grandes centros internacionais, com pior prognéstico aos

pacientes metastaticos (p=0,08). A SLE em 7 anos para todos os pacientes do estudo foi de
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46,8% e a SG foi de 61,5%. Quando analisamos os casos excluindo os metastaticos, a
sobrevida global foi de 75% + 0,9% em 7 anos, semelhante a encontrada na literatura
(MARINA, 2004; CRAFT, 2004; BACCI, 2003; KAGER, 2003). Entretanto, quando se
analisam todos os pacientes em relagdo a SG (figura 26, pagina 91) a diferenga nio foi

significativa (p=0,15), apesar da tendéncia a piores resultados no grupo metastatico.

Treze pacientes faleceram. Seis por sepse decorrente a infecgdo e neutropenia
severa pos quimioterapia, 5 por progressdo da doenga (dentre eles estd o caso 22, falecida
por segunda neoplasia) ¢ 2 morreram em decorréncia de nefrotoxicidade a quimioterapia.
Para todo o grupo, a ocorréncia de toxicidade graus 3 ¢ 4 foi de 19,5%. sendo 4.9% para

nefrotoxicidade (Tabela 10, pagina 88).

E descrito na literatura em criangas que trataram de OS a ocorréncia de segunda
neoplasia, principalmente leucemias. Esta, pode estar relacionada a Sindrome de
Li-Fraumeni ou ser secundaria a quimioterapia empregada para o tratamento do
osteossarcoma, principalmente aos agentes alquilantes (Cisplatina, Ifosfamida) e ao

Etoposide (MARINA ,2004; LINK,2006).

Em nossa casuistica, duas pacientes tiveram leucemia mieldide aguda como
segunda neoplasia (casos 22 e 36), no periodo de 11 meses e de 2 anos apos o término da
terapia do osteossarcoma, totalizando 4,8% dos casos. Ambas tinham ao diagnostico do OS
a dele¢do dos genes RBI/ e P53 no tecido do tumor, e expressdo negativa na medula
Ossea(ou seja , tanto o RB/ quanto o P33 eram normais), por ocasido do diagnostico da
segunda neoplasia, sugerindo a interferéncia dos agentes quimioterapicos como causadores

do segundo tumor.

BACCI et al., 2000 , relataram que 5 (3%) entre 164 pacientes com até 40 anos
de idade, tratados por osteossarcoma com o protocolo Italiano, tiveram leucemia mieloide
aguda como segunda neoplasia, num intervalo de 1 a 12 anos (média de 6 anos), apos
término da primeira terapia. Nenhum deles relatava outros casos de osteossarcoma na
familia, ou casos de retinoblastoma ou Sindrome de Li-Fraumeni. Neste estudo, a segunda
neoplasia foi, em todos os 5 casos, atribuida ao uso de agentes alquilantes na primeira

terapia.
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Desde 1973, tem-se descrito casos de familias com vérios membros acometidos
pelo mesmo tipo de tumor (OS), sugerindo a predisposigdo genética para a ocorréncia deste
cancer (SWANEY, 1973; COLYER, 1979; HUVOS, 1991). A predisposi¢do genética dos
pacientes portadores de retinoblastoma hereditario e com delegdo do gene RB/ em células
germinativas, de desenvolverem uma segunda neoplasia é estimada de ocorrer entre 8 a
90% em 30 anos de seguimento, sendo que em cerca de 50% dos casos, o tumor mais
freqiientemente encontrado é o OS. Apesar da ocorréncia da neoplasia secundaria nos
sobreviventes de retinoblastoma, ter sido atribuida ao efeito secundario a radioterapia
(SAGERMAN,1969), hoje ¢ conhecida a existéncia da relagdo entre OS e retinoblastoma
hereditério, independentemente da terapia empregada. Isso decorre da presenga da delecédo
germinativa dos genes envolvidos nestas duas doengas. O OS ¢ 2.000 vezes mais freqiiente
em ossos irradiados na terapia do retinoblastoma e, 500 vezes mais freqliente em
extremidades ndo irradiadas, comparado com a populagdo geral. Varios estudos
confirmaram que o envolvimento genético presente no Cromossomo 13q14, com delegdes
ou rearranjos no gene RB/ predispde o aparecimento do retinoblastoma e do osteossarcoma

(FRIEND, 1986; ALONSO, 2001; CHAUVEINC, 2001).

Outro gene envolvido na patogénese do OS € o P33, localizado no brago curto
do cromossomo 17 (17p). A ocorréncia da perda de heterozigose principalmente
17p12~13.3, esta associada ao aparecimento do OS. Dois genes supressores de tumor, 0
RBI e o P53 estdo envolvidos no ciclo celular. Se ha perda dos dois alelos, alteragdes
nestes dois genes supressores, que modificam proteinas envolvidas no ciclo celular, sdo
freqiientemente encontrados em tumores malignos. Analises de DNA do OS e de tecido
normal de pacientes portadores de OS, demonstraram perda nos cromossomos 3q e 18q e
ganho nos cromossomos 13q e 17p (locus do RBI e do P53, respectivamente), sugerindo
que pelo menos dois genes de supressao tumoral estejam envolvidos no desenvolvimento

do osteossarcoma (YAMAGUCHI, 1992).

Em nossa casuistica, 36/41 casos (87,8%) apresentaram a dele¢do gene RBI1
pela técnica de hibridizagdo in situ fluorescente (p=0.000001). Apenas em 5 casos este

achado nao foi documentado (casos 2, 13, 20, 31 e 41).
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O achado de delegdo do gene P53, analisada pela técnica de FISH no tecido do
tumor ao diagnostico do OS, foi de 31,7% (13/41 casos). A delecdo do gene P33 foi
encontrada em 68,3% dos casos (p= 0.02). Nos 5 casos onde a dele¢do do gene RBI foi
negativa , o gene P53 também o foi (casos 2, 13, 20, 31 e 41). No presente estudo, a
auséncia de delegdes dos genes P53 e RB/ ndo teve impacto progndstico. O caso 2 foi a
dbito por toxicidade a quimioterapia; os casos 13 e 31 faleceram por sepse decorrente de
toxicidade hematoldgica; o caso 20 esta vivo, em terapia e o caso 41 esta vivo, em remissdo

clinica completa h4 5 anos.

A resposta histologica do tumor, em relagdo a quimioterapia pré operatoria
empregada continua sendo importante marcador biologico de progndstico em OS. Ainda
hoje, a sensibilidade a quimioterapia no pode ser reconhecida ao diagndstico, no sentido
de definir qual a melhor estratégia terapéutica, com objetivo de aumentar a sobrevida destas
criangas. Para os pacientes bons respondedores a chance de cura ¢ de 70% em S anos.
Estudos citogenéticos tém demonstrado que sdo complexas as altera¢des cromossdémicas
presentes nos OS. Apesar da perda de heterozigose nos cromossomos 13q e 17p envolvidos
na patogénese dos OS, levarem a inativagdo dos genes RB/ e P33 respectivamente, a
relagéo entre o envolvimento destas alteragdes génicas com o progndstico evolutivo destes
tumores, ainda ndo estd bem definida (YAMAGUCHI, 1992: TARKKANEN, 1999;
STOCK ,2000; OSAKI ,2003; MARINA, 2004).

As delegdes observadas por BRIDGE, 1997, principalmente nos cromossomos
9, 10, 13 e 17 s3o as mais freqiientemente encontradas nos OS, comparativamente as
amplificagdes, especialmente no cromossomo 1. Estas freqiientes deleg¢des, principalmente
no cromossomo 17, inativam o P33, gene aparentemente diretamente envolvido na
patogénese do OS. A perda ou mutagio de outro gene supressor de tumor, 0 RB/ também
esta envolvida na génese do OS. Esta perda de heterozigose e alteragdes no gene RBI,
parecem estar implicadas com pior prognostico para os doentes com OS. Em nossa
casuistica, as dele¢des nos cromossomos 9, 13 e 17 nio foram achados significativamente
encontrados . O cromossomo 1 apresentou amplificagdes em 31/41 casos, sendo que em
10 casos o comprometimento ocorreu no brago curto (1p), € em 15 casos em ambos. Estas

alteragbes sdo também encontradas literatura (BRIDGE,1997). As delegdes nos
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cromossomos 9, 13 e 17 ndo se confirmaram na nossa casuistica, detalhada na tabela 13

(paginas 101 e 102).

Outros estudos de CGH em osteossarcoma tém sido publicados
(FORUS, 1995; TARKKANEN, 1995; 1998; 1999; SZYMANSKA, 1996;
BRINKSCHMIDT, 1998; MERTENS, 2000) identificando freqtientes regides de ganhos
nos cromossomos 1q, 4q, 5p, 79, 8q, 14q € no cromossomo 19, além de perdas nos
cromossomos 2q, 3p, 6q, 7p e 10p. Sitios, com altos indices de ganhos ou de amplifica¢des,
tém sido identificados nos cromossomos 8q23~24, 12q12~ql13 e 17pll~pl2. Com a
melhoria dos estudos de citogenética e biologia molecular nos osteossarcomas,
anormalidades recorrentes e instabilidade cromossomica, tém sido detectadas com maior

precisio (BAYANI,2003).

OSAKI et al., 2002 estudaram 47 tumores de OS, sendo 41 de tecidos ao
diagnéstico e 6 no momento da recidiva, tratados pelo protocolo COSS. Alteragdes génicas
ao diagnostico foram encontradas em 40 dos 41 tumores examinados € nos 6 tumores
recidivados. Os ganhos foram mais freqiientes que as perdas (1,3:1). Os ganhos mais
freqiientes, naquele estudo, foram nos cromossomos 8q, 1p21~31, 1q21~24, 17p13 e 19p
(p=0,001) e as perdas no cromossomo 9p (p=0,027). As duas tltimas alteragdes (19p ¢ 9p)
foram mais freqiientemente detectadas nos pacientes pobre respondedores a quimioterapia,
sugerindo que suas presengas possam Vir a ser fator de pior prognostico. O mesmo grupo
em 2003, analisando 8 casos de osteossarcoma de alto grau pela técnica de CGH, encontrou
ganhos nos cromossomos 1p21~31, 7q22~q31 e 8q23~24 e perdas nos cromossomos
3p12~pl3, 18q12~q23, 10p e 19p . Esta nova alteragdo cromossdmica (19p) talvez esteja
envolvida em um dos mecanismos da ativagdo da oncogénese nos tumores malignos
(OSAKI,2003). No presente estudo, apenas 5 casos apresentaram amplificagdo no
cromossomo 19 . O caso 15, com amplificagdo no brago curto do cromossomo 19 (19p)
faleceu por progressdo do tumor, refratario a quimioterapia. Dois pacientes (casos 17, 27)
apresentaram amplificagdo no brago longo do cromossomo 19 (19q). Ambos foram a ébito.
O primeiro por sepse durante episédio de neutropenia febril e, o segundo por progressao da
doenca refrataria a terapéutica empregada. Outros 2 casos apresentaram amplificagdo em

ambos os bragos do cromossomo 19 (casos 38 e 39). O primeiro paciente esta vivo ¢ em
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terapia, tendo realizado cirurgia do tumor, com grau I de necrose na pega cirurgica. O caso
de n® 39 foi a obito por sepse, durante a terapia. O baixo nimero de casos com esta
amplificagdo no cromossomo 19 ndo nos permitiu correlacionar sua expressao com o

prognostico evolutivo dessas criangas.

Com toda essa complexa alteragdo cromossdmica presente nos osteossarcomas,
algumas regides parecem estar mais afetadas que outras (ex. amplificagdes nos
cromossomos 6p, 12q13q~q15, 17p11.2~p12 e 19q12~q13), algumas delas podendo estar
correlacionadas com o subtipo histolégico destes tumores, principalmente nos de alto grau
de malignidade, mais freqiientemente na faixa etdria pedidtrica (SANDBERG,2003).
Pacientes com aumento de nimero de cépias no cromossomo 8ql3 e/ou 8q21.3~q22
parecem ter pior progndstico € menor sobrevida (TARKKANEN, 1999; SQUIRE, 2003).
Em 2002, BATANIAN estudando em tecido de 4 casos de osteossarcoma pediatrico,
detectou alteragdes cromossdmicas pela técnica de CGH, observando ganhos nos

cromossomos 1p, 4q, 17p € 21q (2 casos) e perdas nos cromossomos 3q e 16p.

Amplificagdes nos cromossomos 6p, 12q13q~ql5, 17p11.2~p12 (presentes em
13 a 32% dos casos da literatura) e no cromossomo 19q12~ql3, sdo encontradas
principalmente nos OS de subtipo histologico de alto grau de malignidade. Os pacientes
com amplificagdo no cromossomo 8ql13 e/ou 8q21.3~q22 parecem ter pior progndstico,
tendendo a uma sobrevida global mais curta (TARKKANEN, 1999; SQUIRE, 2003;
SANDBERG, 2003; van DARTEL , 2004). Apesar de todos os 41 casos deste estudo
apresentarem histologia de alto grau de malignidade, apenas 5/41 casos apresentaram
amplificagdo no cromossomo 19 (1 no brago curto, 3 no longo e 2 casos em ambos), ndo
sendo possivel correlacionar esta expressdo com a histologia destes tumores.Vinte e quatro
pacientes apresentaram amplificagdo no cromossomo 8, sendo que em 16/24, ocorreu no
brago longo do cromossomo 8 (8q). E interessante verificar que embora pior prognostico
esteja associado a amplificagdo no 8q, apenas dois de nossos pacientes (casos 15 e 30)
faleceram por progressdo da doenga. Os casos 5 e 32 estdo vivos mas, com doenga
refrataria a quimioterapia. Os casos 3, 7, 10 e 35 e estdo vivos e em remissdo clinica
completa. Os casos 23, 34, 36 e 38 estdo vivos, em terapia, sem evidéncia de doenga ativa

apos a cirurgia. Os casos 2 e 21 faleceram por toxicidade a quimioterapia (nefrotoxicidade
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secundaria ao Methotrexate) e, os casos 4 e 17 foram a 6bito por sepse durante episodio de
neutropenia febril. Embora 63% dos pacientes com amplificagdo do 8q estejam vivos, ndo
pudemos nesta andlise, caracterizar a amplificagio no cromossomo 8q como fator

determinante de prognostico em nossa populagdo de estudo.

STOCK, 2000 estudou 16 casos de osteossarcoma de alto grau, com idade
entre 8 e 26 anos ao diagnostico (mediana de 15 anos), observando que os ganhos
cromossémicos eram mais freqiientes que as perdas. Os cromossomos envolvidos nestas
amplificagdes foram 8q (11 casos), 4q (9casos), 7q (8casos), 5p (7casos) e 1p (8 casos), nos
locus 8q23 (10 casos), 4q12~13 (8 casos), Sp13~14 (7 casos), 7q31~32 (7 casos), 8g21
(7 casos) e 4q28~31 (5 casos). Este trabalho evidenciou que regides cromossomicas com
alteragdes em mais de um /ocus como no 4q12~13, que representa novo achado para este
tipo de tumor. Onze pacientes do presente estudo apresentaram amplificagdo no brago
longo do cromossomo 4 (4q). Seis paciente estao vivos e livres de doenga : casos 3, 29, 35
e 40 fora de terapia e, casos 19 e 38 em terapia. O paciente n° 32 estd vivo, com doenca
recidivada em pulmdo. Dois pacientes faleceram em decorréncia da nefrotoxicidade apds
uso de Methotrexate (casos 2 e 21). Um paciente foi a obito pof progressdo de doencga
refrataria 4 quimioterapia (caso 30) e, o unico paciente que apresentou a alteragdo
cromossomica descrita por STOCK, 2000 (4q12~13) foi o paciente de n° 31, que faleceu
por sepse durante episodio de neutropenia febril. Nao foi definido neste estudo, o valor

progndstico das alteragdes no cromossomo 4, talvez pelo baixo nimero de casos estudados.

BOEHM, 2000 publicou em artigo de revisdo da literatura, que as alteragbes
genéticas mais freqlientemente encontradas nos OS sdo : amplificagdes no cromossomo
1 e delegdes nos cromossomos 9, 10, 13 e 17, sendo menos freqiiente na regido 13ql4
(locus do gene RBI). A alta instabilidade cromossdmica, até entéo observada neste tipo de
tumor, levou a procura de sofisticadas técnicas, onde a detecgdo mais precisa desta
instabilidade, possa determinar qual dos genes podera estar implicado na patogénese desta

doenga (WANG,2005).

A técnica de hibridizagdio gendmica comparativa (CGH) em tumores s6lidos foi
pela primeira vez descrita por KALLIONIEMI, 1992 , com o objetivo de analisar ganhos e

perdas cromossomicas , cOMo amplificagdes, delegdes ou duplicagdes em diferentes locus,
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ndo mapeados pela citogenética convencional. Este conhecimento levou ao melhor
entendimento do polimorfismo dos osteossarcomas. Os osteossarcomas sio geneticamente
complexos, apresentando ganhos e perdas em sua seqiiéncia de DNA, envolvendo pelo
menos uma e, mais freqlientemente, varias regides de um mesmo cromossomo. A analise
cromossomica pelo CGH realizada no presente estudo, documentou anomalias nio
detectadas nos estudos de genética convencional realizadas nos 41 pacientes deste grupo
(Anexo II). Como esperado, as anormalidades foram muitas e variaveis, especialmente
ganhos no cromossomo 1 (31/41 casos), sendo mais freqiientemente encontrada a
amplificacdo em diferentes locus de 1p (60% dos casos), seguida de ganhos nos
cromossomos 2p (26/41 casos), 5q (25/41 casos) e 6p e 3q (21/41casos em cada um). Ainda
na analise das amplificagdes encontradas pela técnica de CGH no cromossomo Sp, apesar
de presente em apenas 10/41 casos, este ganho teve significado estatistico (p= 0,001),
quando comparado as demais altera¢des ocorridas nos outros cromossomos (tabela 15,
pagina 104). Dos 10 casos que apresentaram amplificagdes envolvendo o cromossomo 3,
quatro estdo vivos e em remissao clinica completa (casos 3, 9, 18 e 28), 3 estdo vivos em
terapia (casos 20, 23 e 26), 1 esta vivo com doenga refrataria (caso 5) e, 2 pacientes
faleceram (o caso 27 por progressdo de doenga e o caso 39 por sepse). Num paralelo com o
grau de necrose na peca cirurgica dos 10 pacientes com amplificagdo do Sp, apos uso de
quimioterapia, 4 pacientes estdo vivos e em remissdo clinica completa . O paciente de n° 3
apresentou grau Il de necrose, o caso 9 grau I de necrose, o caso 18 grau IV e o caso 28
grau II. Dentre os pacientes com amplificagdo 5p, 3 pacientes estdo em terapia, sem
evidéncia de doenga ativa (casos 20, 23 e 26) .Os casos 20 e 23 tiveram grau II de necrose e
0 caso 26, grau IIl. Destes 7 pacientes vivos, ainda em terapia mas, sem evidéncia de
doenga, seis possuem delegdes nos genes P53 e RBI (casos 3, 9, 18, 23, 26 ¢ 28). Se a
amplificagdo no cromossomo Sp (p=0,001), por um lado ndo se associou com maior grau
de necrose, por outro associou-se & dele¢do dos genes P53 e RBJ, com sobrevida neste
grupo especifico de 85% em 7 anos de seguimento. Em outras palavras, talvez o
envolvimento do cromossomo 5, isoladamente, nestes OS pediatricos possa estar

relacionado ao melhor prognéstico.
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As delegdes, mencionadas na tabela 12 (paginas 98 a 100), nos 41 pacientes do
estudo, ocorreram em vérios cromossomos. O cromossomo 16 esteve envolvido em 75%
dos casos, sendo 50% deles no locus -16p11.2 . Trés dos 8 casos com delegdo -16p11.2
estdo vivos e em remissdo clinica completa (casos 6, 40 e 41); 2/8 estdo vivos e em terapia
(casos 16 e 37); 2 pacientes estdo vivos, com tumor refratario a quimioterapia (casos 5 e
32) e um doente faleceu por progressao do tumor (caso 30). Trés dos 5 pacientes vivos,
sem evidéncia de doencga ativa, também apresentaram a delegdo nos genes P33 e RBI
(casos 6, 16 e 40), assim como, 08 3 pacientes refratarios (casos 5, 30 e 32). Entretanto,
nessa situagdo, ndo temos como correlacionar o envolvimento do cromossomo 16 com o
prognostico dos pacientes neste estudo. Estes resultados sao concordantes com os relatados
por BATANIAN, 2002 , que atribuiu esta alteragdo no cromossomo -16p ao subtipo

histolégico de alto grau de malignidade.

Considerando as alteragdes no cromossomo 14, em 16 pacientes a perda foi
observada no locus -14q11.2. Desses, 6 estdo vivos e em remissdo clinica completa (casos
1,6, 7,35, 40 e 41) e 4 estdo em terapia (casos 12, 16, 36 e 37). Um paciente estd vivo €
com doen¢a em atividade (caso 5), 3 faleceram por progressdo do tumor, refratario a
quimioterapia (casos 14,15 e 30) e, 2 pacientes foram a obito por sepse durante episodio de
neutropenia (casos 13 e 25). Dentre os 10 pacientes vivos, sem atividade do tumor, seis
apresentaram delegao dos genes P33 e RBI (casos 6, 7, 16, 35, 36, 40). Os 4 casos com
refratariedade a terapia, também apresentaram delecao dos genes P33 e RBI (casos 5, 14,
15 e 30). Néo foi possivel estabelecer o valor preditivo de alteracdes do cromossomo 14

nesta populagio estudada. O papel deste envolvimento no OS ainda esté para ser definido.

Em 13 pacientes houve perda no brago longo do cromossomo 15 (-15¢). Quatro
pacientes estdo vivos e livres de doenga (casos 6, 11, 24 e 28); 2 pacientes estdo em terapia
e sem evidéncia de doenca (casos 16 € 20); um paciente esta vivo,mas com tumor refratario
(caso 32) e 6 pacientes faleceram. Os 6bitos decorreram de progressdo do tumor (casos 14,
15 e 30) e por sepse (casos 17, 25 e 31). Dos pacientes vivos e sem evidéncia do tumor
(casos 6, 11, 16, 24 e 28), todos apresentaram delegdo dos genes P53 ¢ RBI, exceto o
paciente n° 20, que esta vivo e em terapia. Este ultimo ndo apresentou alteragdo nesses

genes. No pudemos concluir que a deleg@o do -15q teve impacto na sobrevida destes
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pacientes do estudo. Até o presente, ndo se definiu na literatura o papel prognéstico do

envolvimento do cromossomo 15 nos pacientes com OS.

Os resultados do presente estudo evidenciaram, de modo pioneiro, o
envolvimento do cromossomo 21 nos pacientes com OS. Merece destaque o fato deste
achado ndo ser ocasional . Foi registrado em 70% dos casos. As anormalidades mais
freqiientemente encontradas neste cromossomo (tabela 16, pagina 104) foram as delegdes,
presentes em 26 casos (p= 0,008), sendo a -21q11.2 a delegio mais encontrada (p=0,04).
Provavelmente, esta alteragao nao tem relagdo com o tipo histolégico do tumor , uma vez
que 85.4% dos casos eram do subtipo histoldgico osteoblastico. Dezoito pacientes
apresentaram adicionalmente, delegdo no gene P353. Vinte e dois pacientes apresentaram
delecao do gene RB/. Dentre os pacientes com a presenga da delegdo -21ql1.2 (25/26
Casos), nove estdo vivos, em terapia e sem evidéncia de doenga (casos 12, 16, 19, 20, 23,
26, 36, 37, 38) e 9 pacientes estdo fora de terapia (casos 1, 3, 7, 10, 11, 29, 35, 40 ¢ 41).
Dos 18 pacientes vivos, treze apresentaram delegdes dos genes P53 e RBI (casos 3, 7, 10,
11, 16, 19, 23, 26, 29,35, 36,38 e 40). E interessante mencionar o caso n° 36, que teve o
diagnéstico de leucemia mieloide aguda apds 2 anos da terapia do osteossarcoma. Foi
submetido a novo esquema quimioterapico, entrando em remissio da segunda neoplasia;
realizou transplante alogénico de medula 6ssea. A paciente estava viva e livre de doenga no
momento da andlise deste estudo (dezembro de 2005). Infelizmente, faleceu por sepse

secundaria a pneumonia fingica em janeiro de 2006.

O fato relevante da ocorréncia do envolvimento do cromossomo 21 em 70% da
populagdo estudada, merece interpretagdo possivelmente epidemiolégica no que concerne
aos fatores raciais, ou de polimorfismo genético, ou mesmo, ambiental. Ressalta a idade
inferior a 14 anos, observada em 84% dos pacientes com envolvimento do cromossomo 21.
Ainda ndo temos explicagdo para estes achados. Estudos prospectivos com a técnica de
CGH em outras populagdes de doentes brasileiros com OS, ou mesmo com retinoblastoma
e tumor de Wilms, patologias estas com envolvimento dos cromossomos 13 e 1 e/ou 17,
respectivamente, poderiam definir o possivel envolvimento do cromossomo 21 na

patogénese destes tumores.

Discussdo
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ZIELENSKA, 2001, em analise de 17 amostras de osteossarcomas pediatricos,
também pela técnica de CGH , identificou varias alteragdes cromossomicas. Em 5 desses
casos, 0Os tumores eram provenientes de pacientes brasileiros. As maiores alteragdes
encontradas foram ganho no cromossomo 1p (10 casos) e ganho de parte ou em todo o
cromossomo 19 (8 casos). Também foram observados ganhos no cromossomo 35p, em 3
casos (nenhum deles era brasileiro), 8q (3 casos), 16p (3 casos) e 17p (5 casos). Além disso,
foram observadas perdas nos cromossomos 2q (3casos), 10 (4 casos) e 13 (3 casos) . O
maior indice de ganho foi encontrado no cromossomo 8q23~24 em 2 pacientes e 17p em 2
casos , sendo um no tumor primario € um em metéstase pulmonar. Outras regides afetadas,
em menor indice, foram com ganhos nos cromossomos 1p35~36.3 (8 casos), Spl4~15.2
(3 casos) € 8q22~24.3 (3 casos). Nenhum dos 17 casos, incluindo os pacientes brasileiros,

apresentou perdas ou ganhos nos cromossomos S5e21.

A técnica de CGH possibilitou identificar alteragdes cromossomicas presentes
nos 41 casos analisados, com precisdo, determinando inclusive o locus envolvido nas
aberragdes cromossomicas dos OS. Estes pontos de perdas e ganhos cromossomicos nos
permitiram conhecer nova delegdo genética do tumor da nossa populagdo, abrindo nova

perspectiva no estudo da patogénese nos osteossarcomas.

Discussdo
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6- CONCLUSOES
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1. A técnica de CGH mostrou-se sensivel e precisa, fornecendo importantes
informagdes adicionais aos exames de citogenética convencional, realizados

em pacientes com OS.

2. A técnica de CGH detectou alteragdo no cromossomo 21 com dele¢ao no
brago longo (-21q) e no locus q11.2. Estas anormalidades foram as de maior
freqiiéncia no grupo de estudo, com valores de p=0,008 e p=0,04,

respectivamente, sugerindo seu envolvimento na patogénese do OS.

3. A delegdo no cromossomo 21 observada em 70% dos pacientes do estudo, €

achado inédito, de acordo com a literatura médica publicada.

4. A amplificagdo do brago longo do cromossomo 5 (5q) registrada pela técnica
de CGH , teve significado estatistico (p= 0,001) e, possivelmente, esta
relacionado a génese deste tumor, € ao melhor prognodstico (85% dos

pacientes estao vivos).

5. A dele¢do dos genes P53 e RBI pela técnica de FISH, na populagdo de
estudo, foi verificada em 68,3% dos casos (p=0,02) e em 87,8%
(p=0,000001), respectivamente, condescendente com a literatura, contribui

na patogénese deste tumor.

Conclusdes
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ANEXO 1

FICHA DE CONSENTIMENTO

Nos, pais do(a) menor

portador(a) de osteossarcoma, diagnosticado(a) e tratado(a) no Centro Infantil Boldrini, no
periodo de 1999 até 2005, autorizamos a Dra. Simone dos Santos Aguiar, sob a orientagdo
da Profa. Dra. Silvia Regina Brandalise, a utilizar o material proveniente da biopsia
diagnoéstica de nosso(a) filho(a) para a realizagdo de estudos de citogenética com o objetivo
de pesquisar as alteragdes existentes neste tumor que possam determinar o prognostico
evolutivo deste tipo de cancer. Estamos de acordo, também, na publicagdo destes resultados

em revistas médicas, onde o nome de nosso(a) filho(a) sera preservado.

Campinas, ___de de 200__ .
Pai Mae
Testemunha Testemunha
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ANEXO II

ILUSTRACOES DOS CASOS DE 1 A 41

Anexos
149



Casol: ABC

Resultado: +1p32~31,+2q21,+ 6ql6, + 12q12~13, -14q11.2 ~ql12, -16p12~pl 1.2, -21ql 1.2~q2 1

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso1l: ABC

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 1: ABC
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Caso2:

Resultado:

ACMS

+11q13,+12q24,

Metifase corada DAPI
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ACMS

Caso 2:

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio a0 DNA referéncia)
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Caso 2: ACMS

Raziio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio a0 DNA referéncia)
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Caso 2:

ACMS

] S ACMS cell average
l W, - slide average
i = 05 10 15
8] 4 I = | |™¥
il F - - | L
i . : i
— - “
| : - i
= = E = k8
1 3 4 5  n=3r
=
=
-
=
il
[ |
6

* 101N 1}

n=21

Profile

ACMS
p53 - negativo para delegao

FISH para pesquisa da delegiio do gene p33

ACMS
Rb1 - negativo para delegdo

FISH para pesquisa da delegdo do gene Rb1

Anexos

163




Caso 3: APGK
+ 1p34.2~p13,+1q21~qd 1,+2p24~pter,+3ql2~ql3.1,+4q23~q26,+5p15.1~ter,
+6p12~q12,+7q11.2,+8q24.1~qter,+11q14~qter,+12pl1.2~p12,+12ql4 ~ ql5,

Resultado:
+13q21~qter.-16p13.1,+18p11.2~q22,-21q11.2~q21

Metifase corada DAPI
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Caso 3:

APGK

Razio do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 3:

APGK

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagio ao DNA referéncia)
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Caso 3: APGK
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Caso 4: BVB
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Caso 4:

BVB

Raziio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio a0 DNA referéncia)
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Caso 4:

BVB

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)

~1 NN BRI

11
o 0.5 1.0

- - -
1 ' | |
El: S H
A= - =

13 . 13

HNPIRICAG A0 +13

g = = 3.5
i [— =

= | n

- - e il

= - = -

delegdo: -14q11.2-912

FHER ]

=
Y
-
=}

e
(NLLHD

=]
o
5

au
B Ik

n=38

=38 gelegao: -16p12-pia.1
anplificacao: +16012.2-917
0.5 05 10 I
En E'f iﬁu ﬁgllﬁfi
-
1 n=37

||r|l||Il| acao; «14g12 -2

BE e R

delegdo: -21911.2~421

Anexos

177




Caso 4:

BVB
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Caso 5: CLCM

+1p32~p33.+1q25~q31,+2q24~q35,+ 5p15.3,+6p21.1,+7p1 5~pter,+8q24.1~qter,

Resultado: 9.3 111q23~qter, +13q33~qter, -14q11.2~q13, -16p1 1.2~q13.1, -21p11.2~q21

CLCM i CLCM f

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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CLCM

Caso 5:

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio a0 DNA referéncia)
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Caso 5:

CLCM

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso5: CLCM
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Caso 6:

Resultado:

CRF

6q14~q16,+6q23~q24,+11p15,-14q11.2,-15q11.2~q15,-16p11.2-pl3.1
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Caso 6:

CRF

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 6: CRF
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Caso 7:

Resultado:

DTDB

+2p23~pter,+3q12~q13.1,+8q24.2~qter, -9q13~q21,+10q25~qter,+12q24.3,
-14q11.2~q13,-16p12,+17q24~qter,-21q11.2~q21

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso7: DTDB

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso7: DTDB

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em rela¢fio a0 DNA referéncia)
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Caso 8: EDF

Resultado: +1pl13~pter,+1q23~q25,+2q37,+4q24,+11q24~qter.-1 7q23

Metifase corada DAPI
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Caso 8: EDF
Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacfio ao DNA referéncia)
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EDF cell average
slide average
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Caso 9: EHN

+1,+2,+3,+4p13~p15.3,+4q,+5p13~pter,+5q, + 6pl12~p2 1.1, + 6p22~p25 , +6q,
+7p13~pter,+7q,+8,+9p2 | ~pter,+9q21~q32,10p12~pter, + 10q , +11p12 ~ pter, +llq,
12p12~p13 , + 12q12~q23 , + 13q13~qter, +14q11.2~q31,+15q14~q26 ,
+16q13~q24,+18p11.3,+18q,+20p11.2~pl12,+21q

Resultado:

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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EHN

Caso 9:

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacfio ao DNA referéncia)
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Caso 9: EHN

Raziio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em rela¢iio a0 DNA referéncia)
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Caso 9:

EHN

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 9:

EHN
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Caso 10: ELS

— +2q31,+2q36~qter,+6q15~q16,+7pl4~pter,+7q21~q22,+7q36,+8q1 1.2—ql2,
esultado:  410q24~q25,+11q22~q23, +13q34,+18q22~q23, -21q11.2

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 10: ELS

Raziio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 10: ELS
Razio do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso : 10

ELS cell average
slide average
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Caso 11:

Resultado:

ERM

+2p23~pter,-9p13,-9q21,-15q11.2~q21,+16q24,+17q25, -21q11.2

Metafase corada DAPI Metalase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso : 11

ERM

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 11: ERM
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Caso 12: HHS

Resultado: +1p24.1 ~-p34.2,+2p23.*2(]241‘*-2(132;2[)l 1.2~q11.2, +3p21, +5q32 ~ q33, +9q3 1-qter,
+10q23, -14q11.2~q12,-16p13.1,+18q12~q21,-21q11.2~q21, -22q11.2

Metifase corada DAPI
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Caso 12: HHS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 12 :

HHS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 12: HHS
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Caso 13: IAS

+1p13~p34.3,+1q23~qd 1,+2p16~p25,+2q24,+2q35~qter, +3p12~q25,+4pl6,+4q12,+4q22~q
Resultado: 27.+5q23~q34 +8p12.+8q24.1~qter,+13ql4~qter,-14q1 1.2, +14q3 1~ qter, +15q22~q23.-
16p12~p13.1+16q13~q21, +18q,-21q11.2~q21,+22q13

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 13:  IAS
Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagio ao DNA referéncia)
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Caso 13

IAS
Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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. IAS

Caso 13
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Caso 14: ISC

e +1p13~p31,+1p35,+2p16~p22,+ 6p12~p21.3,+7q31,+8pl | 2~qter, +9q21, -14ql11.2.-
Resultado: 15017 5 q14,+16q24, -19q13 3~qter

Metafase corada DAPI
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Cariétipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 14: ISC

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacdo a0 DNA referéncia)
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Caso 14: ISC

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio a0 DNA referéncia)
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Caso 14: ISC
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Caso 15: JAGF

+1p34.2 ~34.3 ,+1q32, +2p16 ~ p24 , + 3p24 ~ pter, +3q12~q22,+4pl13~pl5.1,
Resultado: +5q23~q32,+6p12~p21.3,+8q11.2~q12,+8q24 2,-9p13~p21,+9q34,+1 1q12~q13.
+12q12~q13,+12q24.3 +13q34 -14q1 1.2~q12,+14q24~qter,-15q13~q15 +19p

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 15:

JAGF

Razio do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 15: JAGF

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 15: JAGF

= : 5 JAGF cell average
I slide average
! 05 10 15
| ] - - | &1 |
b - L
= - =l -
- f - o .
- - - =
] = = -
u ]
- = =
- =3 -
1 2 4 5
E =¥ |
al M -1k =
- mE Gl | =stars; s -
= B :I B =
: [ | .
: | [ | M = ||| L
- - | /] - i ’ L |'f--.'
& 7 n=45 g 10 n=42 11 n=44 12 n=4%

|
n=21

Profile

JAGF

p53 - positivo para delecao
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Caso 16: JAM
+1p22~p34.2,+2pl4~pter,+2q,+3p21,+3q12~q26.3,+5q 14~q31,+6p12~q24.+7q22~qter,+8
Resultado: q24.2~qter, -F)pJ 3,-9q21,+8q34,+10q21 - gter,+11p15 ~ q13,+12q13~qter, +13q21~qter,-
14q11.2,+14q23~qter,-15q11.2~q12,+15q23 ~ q24, - 16p1 1.2 ~ p12, +18ql2~qter,-
21q11.2~q21

Metifase corada DAPI
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Cariotipo DAPI invertido
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JAM

Caso 16:

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio aoc DNA referéncia)
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Caso 16:

JAM

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio a0 DNA referéncia)
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Caso 16: JAM
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Caso 17: JBS

+2p24~pter,+2q37,+3q12~ q13.3,+5q31 ~ qter, +8q24.2 ~ qter,-9q21, +9q34,
Resultado: +10g26,+11q12~q13,+11q22,+12q24.3,+13q3 1 ~qter,+14q32,-15q11.2 ~ q14,
+18q23,+19q13.3,-21q21

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Cari6tipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 17: JBS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacfio a0 DNA referéncia)
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Caso 17: JBS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagio ao DNA referéncia)
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Caso 17: JBS
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Caso 18: JHF

+1p32~qd4,+2pl4~pter,+2q23~qter,+3,+4,+5,+6p21.2~q27,+7p22~q3 1+ 8,
Resultado:  +9p21-pter+9q31~q32,+10p15~q21,+11,+12,+13,+14,+15.+16q12.2~ q23,
+17q22~qter,+18,+20p11.2,+21q21

Metifase corada DAPI

JHF

Cariotipo DAPI invertido

Cariotipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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JHF

Caso 18:

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacfio ao DNA referéncia)

0.5 1.0

PR .\r\/.__l |

=ty

- ?lv,.w_w.—-_.r...

0

oy g2

et

e

:

-
el
I
=

BRIl & W

|

05 1.0

0.5 1.0
0.5 1.0 ;
.[Lﬁ 1.0

05 10

(NI NN TN

W W A TR

Anexos
283



Caso 18: JHF

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)

05 1.0

*
-

T
-

# e

Anexos

285




Caso 18:

JHF

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacfio ao DNA referéncia)
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Caso 18: JHF
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Caso 19: JRPP

+1p22~p31,+3p21~q23,+4q12,+5q22~q32,+6p12~p22,+11q22~q23,+13q32,
-16p12~p13.2,-21q11.2

Resultado:

Metifase corada DAPI
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Cariotipo DAPI invertido
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Caso 19: JRPP

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio a0 DNA referéncia)
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Caso 19: JRPP

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 19:

JRPP
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Caso 20: KSE

. +1p32~p35.,+1q24~q32,+2pl6~pter,+2q22,+3p21,-4pl16,+5p14,+5q1 1.2~q12, +6pl2,-
Resultado: 15q14~ql5,-21ql1.2~q21

Metifase corada DAPI
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Caso 20:

KSE

Razido do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 20:

KSE

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio a0 DNA referéncia)
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Caso 20: KSE
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Caso21: KWMR

Resultado: g 51 3423 +10q22~qter,+13q31~q32

Metifase corada DAPI

+1p25~p31,+2p24~pter,+2q12~q13,+4q31.1~q31.2 +5q31~q34,+6p11.2~p2 1.3,

Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 21: KWMR

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)

mIE BRI NIIEINI RN

Anexos

309



Caso 21: KWMR

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em rela¢iio a0 DNA referéncia)
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Caso 21:

KWMR
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Profile

KWMR
p53 - positivo para delegao

FISH para pesquisa da delegfio do gene p53

KWMR
Rb1 - positivo para delegdo

FISH para pesquisa da delecdo do gene Rb1
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Caso22: LDM

Resultado: +1q25~q31,-9q21,+18q11.2~q21,-21q11.2~q21

LDM
Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 22:

LDM

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagio ao DNA referéncia)
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Caso 22:

LDM
=1l b
= U = |I I LDM cell average
l b : '|1, g slide average
= 0.5 1.0 15
| | "L_ - ___JL | - k}% % [~ - \I:‘| :
o B =% &M
P - EA N s =
- —ﬁl.r— ™ l,l'\l._ - __r,d.— : ( = {
ml | 2| =| = I HEr!
W i ™ P ! ; |I-
= it = ),J,f-_ =2 i:.‘ = r = A
= 7. - 1 - i
1 n=45 2 n=44 3 n=48 4 n=50 § n=49
RN o et
= A =] - G )
— '{\ = L = - “l'_”d— | \,1,' ——
A= e L =LA S LA A
H I:[..- B llfl e | {,.-" || ®rF Iu‘i' - K4l
LIRS NS s ® = ‘ SHE e
| { = I .»)J
- | 1 - f L H |3 - _.'.1
=1 LR B LR B = | Lkl | = LLEL =LA
i} n=48 f n=47 8 10 n=48 11 n=47 12 n=43%
L WNRCYE AE L] = e o e
= [ T¥ - TR =t =L | =T - e
mOPRBfr =] SERRE 2| [ .|”-Hf~“ﬁ; B &
w2l s S =ldd ] el LA | |
13 n=50 14 n=52 15 n=50 16 n=49 17 n=49 18 n=50 - be
S , ] ‘
=LA 44 =1 Ay
- | - \[ ‘ | = q
- - el
20 n=53 22 n=51 Y n=25 x n=23
Profile

p53 - positivo para delegao

FISH para pesquisa da dele¢dio do gene p53

LDM
Rb1 - positive para delegao

FISH para pesquisa da delegdio do gene Rbl

Anexos

319




Caso 22: LDM

Mielograma da 2’ neoplasia (LMA)

Mielograma da 2" neoplasia (LMA)

LDM - Sangue periférico

LDM - Sangue periferico
Rb1 - negativo para delegdo

p53 - negativo para delegao

FISH para pesquisa da delegfio do gene p53 no sangue periférico  FISH para pesquisa da delegdio do gene Rbl no sangue perilérico
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Caso 23: LMC

pasiliads: +1p13,+2p23~p24,+2q33~qter, +5pld~ql 1.2 +6p12~p21.3.+8q21.3~qter,
: +11p15~q13,+12p12,+16q12.2~q13,+18p11.2~q23,-21q1 1.2~q21

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 23: LMC

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 23:

LMC

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacfio ao DNA referéncia)
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Caso 23: LMC
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Caso 24: MAS

«

+1p22 ~ p31,+1q31, -2p12, +2q33, +3q13.1, +4p15.1 ~ p15.2,+5ql5 ~ q31,
Resultado: +6p11.2~p21.3,+7p14,+9q22~qter,+10q22~q23,+1 1p15~q13,+13q22~q32,-15q13~ql4.-
16p13.1

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 24:

MAS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 24: MAS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)
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MAS
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Caso 25: MAV

Resultado: +7q31,-14q11.2~ql2,-15q14~ql15,-16pI12p~13.1

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Cariotipo DAPI invertido
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Caso 25: MAYV

Razfio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em rela¢iio a0 DNA referéncia)

0.5 10 15 i 86 1i
- - . i \
; _
5 ]
) B i ' |
n=42 = : .
05 10 B B 0,511;|n 1
3 .)1 = g = ;
[ ol 1
E -_ng # g l:DE
=
b n=43 = 3 ne43

05 10
=l
. delegio: - 15414415
05 10 15 B _IJ.5 10 15
a I ﬂlﬁ __D!m.! * ﬁ £ %%
e SR
i 16 n=43 ' m o n=43

delegio: 16p12-p13.1

Anexos

341



Caso 25:

MAY
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Caso 26: MCR

+2p13~p33,+1q31,+2p2 1 ~pter,+2q22~q31,+5p14~q34,76q14~q21,+7q3 1,+8p22,
Resultado: +8q22~q24.1 , +11q22~q23 , +13q21~qter, +15q21~q24,-16p12~pter,+16q.+18q,
21q11.2-q21

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)

1R I B L I
UL S U X B ¥ B R
i L | iA A " i

MCR

Cariotipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)

Anexos

345



Caso 26:

MCR

Razio do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)
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Caso 26:

MCR

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 26:
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Caso 27: MRSR

Resultado: +2p24~q36,+4p14,+4q25~q34,+5,+8p11.2~q22,+10q22~qter.+11q14~q22,+12q12,+12q24 3
* +14q21~q23.-16p12~p13.1,+17p13~q21,+18q11.2,+19q

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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MRSR

Caso 27:

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaclio ao DNA referéncia)

1.0

0.5

05 10

n=44

0.5 1.0

0.5

05 1.0

05 10

Anexos

355



Caso 27:

MRSR

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)
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Caso 27:

MRSR
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Caso 28: MRT

+1921~q22,-3p25,+4p14,+5p13~p14,+6p23~p24,-12p12~pter,-15914~q15,
+18q11.2

Resultado:

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 28: MRT

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagdo ao DNA referéncia)
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Caso 28: MRT

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagdo ao DNA referéncia)
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Caso 28: MRT
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MRT

Rb1 - positivo para delegao
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Cas029: NA

Residtido: Hp12~p22,+1q31,+4q13,+6p11.2~p21.2,+10q25~qter,+1 Ipld~pter,+11q23,
. +13qld~qter,+14q24~q31,+15q22~qter,+16q12.1~q21,-21q1 1.2~q21

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 29:

NA
Razdo do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relaciio a0 DNA referéncia)
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Caso 29:

NA

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)
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Caso29: NA
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Caso 30: PAR

+1p31~p34.2 +2p24~pter,+3q12~q13.3,+3q26.1~q26.3,+4q13~q33,+5q2 1 ~qter,

Resultado: +7p14~p15,+7q3 1~qter,+8q23 ~ qter,-9q21,+9q22 ~ qter,+10¢25 ~ qter,+11p14, +12p13,
+12q13~q21,+13q21~qter,-14q11.2~q12,-15q11.2~q12,-16p11.2,+18q2 1~qter.-
21ql11.2~q21

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)

Caridtipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 30:

PAR

Razédo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagdo ao DNA referéncia)
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Caso 30: PAR

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagdo ao DNA referéncia)
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PAR
Razédo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagdo ao DNA referéncia)
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Caso 30: PAR
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Caso 31: PJQ

+1q24~q25,+3q12,+4q12~q13,+6p21.1~q12,+1 4q24.,-15q15,+16q12.2~q21,
+17p13~q12,+18p11.3~ql1.2

Resultado:

Metifase corada DAPI
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PJQ

Caso 31:

Razio do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)
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Caso 31:

PJQ

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)
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Caso31: PJQ
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FISH para pesquisa da dele¢do do gene p53
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Caso 32: PMS

+1p31~p35,+2p25,+2q35~qter,+3p14~p24,+4q24~q31.3,+5q14~q32,+ 6q21 ~ q23,

Resultado: +7p15,+8q21.3~qter,-9q21,+10q24~qter.+11p13~pter,+11ql4~qter,+12q24.2~qter,
+13ql4~qter,+14q21~qter,-15q11.2,-16p11.2~ p12, + 16923 ~ gter, + 18q12 ~ qter,
-21g11.2,-22q11.2,+22ql3

Metifase corada DAPI

PMS

Cariotipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 32: PMS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 32: PMS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagfio ao DNA referéncia)

unplificagao; « 11p13-pter,+ 1114 ot

4.1

=1

n=39
anpliticacdo: »12q24.2- ater

Anexos

399



Caso 32:

PMS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacfio ao DNA referéncia)
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Caso 32: PMS
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p53 - positivo para delegio

FISH para pesquisa da delegdo do gene p53
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FISH para pesquisa da delegdo do gene Rbl
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Caso 33: RBP

Resultado: +6q16~q21

Metafase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 33: RBP

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio a0 DNA referéncia)
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Caso 33: RBP
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P53 - negativo para delegio

FISH para pesquisa da delegio do gene p33
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Caso 34: RCP

+1p31,+1q31~q32,+2p25,+3q24~q27,+5q23,+6q12~q22,+7q22~q31,+8q11.2~q13,

Resultado: +9p21-p23,4+10q22,+11p12,+13q21

Metifase corada DAPI
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Caridtipo DAPI invertido
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Caso 34: RCP

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 34:

RCP

Razio do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em rela¢iio ao DNA referéncia)
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Caso 34:

RCP
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p53 - negativo para delegao

FISH para pesquisa da delegdo do gene p33
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Rb1 - positivo para delegao

FISH para pesquisa da dele¢dio do gene Rbl
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Caso 35: RPY

+1p13~p35,+1q31~q41,+2p22~pter,+2q22~qter,+3q12~q26.1,+4q26,+5q14~q21,
Resultado:  T0934~qter.6p21.1~ p21.2,+6q21~ qter, +7p21,+7q36, 1822 ~ qter,-9p13 ~ p21,

-9q21,+10q22~qter,+11q14 ~ qter,+12q13,+13q14 ~ qter,-14q11.2,-14q24 ~ qter,

-16p12~pl13.1.+18q12~qter,-21ql1.2~q21

Metafase corada DAPI
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Caso 35:

RPVY

Razio do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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RPV

Caso 35:

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)
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Caso 35: RPV

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)
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Caso 35: RPV
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slide average
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Caso 36: SLNM

+1p31~p32.+1q24~q32,+3p2 1~p23,+5q14~q33,+6pl1.2~p21.2 +6q26~qter,

Resultado: g >4 1~qter,-9q21,+9q32~qter.+11p14,-14q11.2,+16q13~q21,21q11.2
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Caso 36:

SLNM

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 36: SLNM
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Profile

SLNM
p53 - positivo paradelegio

SLNM
Rb1 - positivo para delegao

FISH para pesquisa da delegfo do gene Rbl
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Caso 36: SLNM

Mielograma da 2" neoplasia (LMA)

Mielograma da 2" neoplasia (LMA)

SLMN - Sangue periférico

p53 - negativo para delegao SLMN - Sangue periférico

Rb1 - negativo para delegdo

FISH para pesquisa da dele¢iio do gene p33 no sangue periférico  FISH para pesquisa da delegdo do gene Rb1 no sangue periférico




Caso 37: TCS

L +1p21~q43.+3q13.1,+4q32~q34,+6q13,-6q25~qter,+12p12,+13q22~q32,
Resultado: 15,13 1, +17q24~qgter

Metafase cornda DAPI
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TCS

Cariotipo DAPI invertido

Cariotipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 37:

TCS

Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagio ao DNA referéncia)
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Caso 37:

TCS
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Profile

FISH para pesquisa da delegio do gene p33

FISH para pesquisa da dele¢do do gene Rbl
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Rb1 - positivo para delegao
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Caso 38: TIPO
+2p21~p24,+2q32~q33,+3p21,+4q23~q26,+5q11.2,+6p12~q23,+8q13,+11p12~pl3,+ llq
23 ~ qter,+12q12 ~ 14, -16 p13.1~p13.3, +16q12.2 ~q13, + 17p11.2 ~ q11.2,

Resultado:
+18pl1.2~ql12,+19p13.1~q13.1,+21ql1.2~q21

Metifase corada DAPI
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Cariétipo DAPI invertido
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Cariotipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relaciio ao DNA referéncia)

TIPO

Caso 38:
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Caso 38: TIPO

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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delegdo: -21411.2~421
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Caso 38:

TIPO cell average
silde average
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Profile

TIPO
p53 - positivo para delecao

FISH para pesquisa da delegdo do gene p33

TIPO
Rb1 - positivo para dele¢do

FISH para pesquisa da delegfio do gene Rb1
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Caso39: TWS

+1.42 43 +4 +5.+6,+7 +8,+9p13~pter,+9q2 | ~qter,+10p1 2~pter,.+10q,+11,
Resultado:  +12p13~q24.1,+13q,+14q, + 15q14 ~ qter , + 16q12.2 ~ qter , + 17, + 18,
+19p13.2~q13.3,+20,+21q

Metafase corada DAPI
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Cariotipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 39: TWS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)

Wi

ik 8. 14 ek =
Sl iR N Nl
[
|
e e
‘F:

n=42

=
i
)

0s 1.0

SO EEE

1

Anexos

433



Caso 39:

TWS

Razio do CGH

(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 39: TWS

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relacio ao DNA referéncia)
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Caso 39: TWS
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TWS
p53 - positivo para delegdo

FISH para pesquisa da delegdo do gene p33

TWS
Rb1 - positive para delegdo

FISH para pesquisa da delegdo do gene Rbl
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Caso 40: VGV

+1q31~q32,+2p32,+3p21~q26.3,+4q13~q33,+5q34,+6p21.3~q16,+7p21,
Resultado: +8p12~p22,4+9q31,+12q13~q22,+13q21,-14q11.2~ q12, -16p] 1.2~pl2,
+16q12.2~qter,+18q12~qter,-21q11.2,-22q11.2

Metifase corada DAPI

VGV

Cariotipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)

Anexos

461



Caso 40: VGV

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagio ao DNA referéncia)
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Caso 40: VGV

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio a0 DNA referéncia)
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Caso 40:

VGV
Razdo do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)
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Caso 40: VGV
-
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= Al VGV cell average
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Profile

VGV
p53 - positivo para delegao

FISH para pesquisa da delegdo do gene p53

VGV
Rb1 - positivo para delegao

FISH para pesquisa da delegdo do gene Rb1

Anexos

469



Caso 41: VSF

Resultado: +2p23~pter,+3q23,-14q11.2~q12,+14q32,-16p11.2~p13.1,-21q11.2~q21

Metifase corada DAPI Metafase DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Cariotipo DAPI invertido

Cariotipo DNA referéncia (TRICT) x DNA teste (FITC)
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Caso 41: VSF

Razio do CGH
(intensidade relativa do DNA teste em relagiio ao DNA referéncia)

) ) ;T.s

1yl

i | %

|

= o |

AV
_L'".;‘ 05 10
| % s
WY 1

= ==
=
™~

132 *
ic

delegdo: -14q11.2-q12

»
=

amplific acao: « 1d4gJd

=

n=49

delecao: 21p13.1~-p11.2

Anexos
473



Casod41: VSF
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Profile

VSF
p53 - negativo para delegao

FISH para pesquisa da delegdo do gene p53

VSF
Rb1 - positivo para delegao

FISH para pesquisa da delegdo do gene Rb1
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