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G objetivo deste estudo foi o de investigar a participagio de regides cromossémicas
especificas para a aquisicio do fenotipo de resisténcia aos quimioterapicos & base de
platina, em pacientes com carcinoma de ovario. Amostras de tumor a fresco foram
investigadas pela teécnica de CGH (comporative genomic hybridization), para a
determinagdo de perdas e ganhos gendmicos em regifes cromossdmicas. De um total de
24 pacientes, 16 mostraram-se refratérias ao tratamento quimioterapico e 8 mostraram-se
sensiveis. Os da.dos clinicos e padrées cromossdmicos foram comparados. As pacientes
com maior numero de alteragdes apresentaram o fenétipo de resisténcia e um prognostico
reservado. PadrSes de amplificagio foram observados em 1q, 3q, 8q ¢ 17q. Anomalias
recorrentes nas regides de 1g21-q22 e 17q12-g22 foram observadas em 56% e 50% das
pacientes resistemtes, respectivamente. Além disso, 88% das pacientes que apresentaram
anomalias em 1g e 17q possuiam o fendtipo de resisténecia. Sugere-se que essas regides em
1q e 17q abrigazn genes que sdo mais fortemente relacionados ao progndstico do que 2
tumorigénese. O s genes amplificados nos mesmos amplicons tais como ARNT e MUCI em
1q e LASPI, ERBB-2, MIN64, BRCAI e TOP24 em 17q sio propostos para investigacio
como potenciais biomarcadores de resposta & quimioterapia & base de platina em pacientes

com carcinoma die ovario.

Resumo
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The aim of the study was to investigate the role of specific chromosomal regions to the
acquisition of the platin-resistance phenotype in patients with ovarian carcinoma. Fresh
tumor specimens from 24 patients were examined through CGH (comparative genomic
hybridization) to determine chromosomal losses and gains. Sixteen patients were refractory
to the platin based chemotherapy and 8 patients were sensitive. Clinico-pathological
parameters and chromosomal patterns were compared. Patients with the highest number of
chromosome altesrations were found to present the resistant phenotype and a worsened
prognosis. Gene amplification patterns were found at 1g, 3q, 8q and 17q. Recurrent
abnormalities spanning the 1q21-q22 and 17q12-q22 regions were found in 56% and 50%
of the resistant patients respectively. Moreover 88% of the patients that have shown 1g or
17q alterations displayed the resistant phenotype. We suggest that those regions at 1g and
17q harbor genes that are differentiaily more related to prognosis instead of fumorigenesis.
Genes that are amplified in the same amplicon such as ARNT and MUCT at 1q and LASP1,
ERBB-2, MLN6#, BRCAI and TOP24 at 17q should be investigated as potential markers

for chemoresponsse to platin based chemotherapy in patients with ovarian carcinomas,

Abstract
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1. O «ancer de ovarie

Entre ©os tumores ginecologicos, o cancer de ovario € o segundo em nimero de
casos diagnosticados e o primeiro em mortalidade feminina nos Estados Unidos com
aproximadamente 16.000 6bitos em 2004 (QUIRK e NATARAIJAN, 2005). No Brasil, sua
incidéncia correspoonde 3s taxas observadas em outros paises industrializados. Entretanto,
¢omio ¢ cincer d€ pele ndo-melanoma, ¢ cincer de mama ¢ o cincer de colo de fitero
possuem maiores taxas de incidéncia entre mulheres, sua importincia epidemiol6gica esta
em sua alta morbi—mortalidade (INCA, 2005).

O piox prognostico esté relacionado, principalmente, ao fato do diagnostico ser,
freqientemente, tardio, em estadios mais avancados da doenga (ROSENTHAL e
JACOBS, 1998). Quando o turiior ¢ ainda restrito ao ovario, 80% das pacientes sobrevivem
livies da doenca cinco anos apés o diagndstico. Entretanto, de uma forma geral e
considerando estadiamentos mais avangados, apenas 35% das pacientes sobrevivem apos
estes 5 anos — taxas estas que ndo t€m sofrido modificagdes nos ultimos anos
(BOENTE er al., 1998; LEGGE er al., 2005).

células da superficie do epitélio do ovaric. O epitélio celdmico pode diferenciar-se em
seroso, mucinioso {(células colunares e ciliadas como das tubas uterinas) ou endometridide
(células colunares nio ciliadas, como as do endométrio); embora, freqiientemente, ocorram
miisturas desses epitelios emi um unico tumior, variando desde tumores benignos ou tumores
borderiine a tumores malignos (DALY e OBRAMS, 1998). Tumores serosos € mucinosos
compdem a vasta maioria das neoplasias ovarianas, Em menor escala, participam os
tumores endometriodides, de células claras e o tumor de Brenner (ROBBINS ef al., 1996).
Os tumores de <vario sfo classificados histologicamente seguindo recomendacdes da
Organizagio Mumndial de Saide (SCULLY, 1975) e estadiados através de critérios da
Federagio Internacional de Ginecologia e Obstetricia como FIGO I, I IIT e TV - que
considera a regifio afetada pelo tumor, se ha expansGes para regides proximas i afetada e,

ainda, se ha metastases em tecidos distantes (PECORELLI ef al., 2001).

Introdugdo
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Mais recentemente, padrdes morfologicos ¢ moleculares foram utilizados
conjuntamente ra formulagio de hipoteses acerca da origem de cada tipo histoldgico,
demonstrando quie a atuacgio diferencial de genes ou familia de genes sdo determinantes

para a progressi< ¢ diferenciagfo do tumor, como demonstrado na tabela 1 (BELL, 2005).

Anormalias cromossdmicas constituem um importante fendémeno para a génese e
progressdo do cancer de ovario sendo que esse tumor apresenta cariétipos complexos
extensa ancuploidia (WATANABE ef a/ | 2001).

Tabela 1- Vias moleculares envolvidas na diferenciacio celular em tipos histologicos

distimytos de carcinoma de ovério.

Tipo histoloégico Via proposta

Carcinoma seroso de baixo grau Via progressiva adenoma-borderline-carcinoma com mutacSes em

KRAS e BRAF

Carcinoma seroso de alto grau Alteracies na superficie de cistos de inclusiio, com mutaces em 7P53 e
perda de funglo do BRCAT ¢fou BRCAZ2

Carcinomas mucinosos Via progressiva adenoma-borderline-carcinoma, com mumtacdes em
KRAS

Carcinomas endometritides A partir de endometriose, com muataches em CTNNBS e PTEN

Fonte: modificada de Beli, 2003

Para a extensa maioria dos casos, o tratamento da doenca consiste em cirurgia
seguida de quinmioterapia. A radioterapia para o tratamento do cdncer de ovario nio é
prescrita usualmente e aplica-se apenas a alguns poucos casos como, por exemplo, a
tumores de células germinativas (DEPPE e BAUMANN, 2000). Cirurgias com preservacio
do qdtero e ovario contra-lateral podem ser aplicadas a casos de pacientes em idade
reprodutiva ¢ alguns autores sugerem a possibilidade de aplicagdio desta em pacientes em
estagio 1 da doenga (YOUNG e PECORELLI, 1998). O diagnostico tardio vem
acompanhado, na maioria dos casos, do tratamento composto por cirurgia redutiva e
quimioterapia ad juvante. A quimioterapia 2 base de platina pode alcancar, em média, 70%

de resposta satisfatoria inicial nas pacientes. Entretanto, nos outros casos, as pacientes
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podem nfo responder a terapia (resisténcia intrinseca) ou ainda tornarem-se refratarias ao
tratamento (resisténcia adquirida), o que resulta em pior prognoéstico e sobrevida destas
com uma meédia de 6 a 12 meses (MCGUIRE e OZOLS, 1998). De uma forma geral, a
maioria das mulheres com cincer de ovario em estadios avang¢ados apresentam recidiva e
morrem em virtude da progressdo da doenca. Apenas uma minoria, cerca de 20%, atinge a
curz 4 base dos regimes quimioterapicos convencionais (HARTMANN ef af, 2005).
Quando drogas derivadas da platina s8o utilizadas como terapia adjuvante no carcinoma de
ovaric em estadio inicial, obtém-se uma maior sobrevida (VIZZOTTO JUNIOR ef o/,
2003).

Nos anos 90, o paclitaxel (Taxol®) foi aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) para o tratamento de carcinomas metastaticos de ovario que tivessem baixa
resposta & quimioterapia prévia. Estudos comparativos entre os tratamentos 4 base de
paclitaxel e cisplatina, ou cisplatina e ciclofosfamida, demonstraram vantagens superiores
no regime baseado em paclitaxel. Dados obtidos através de estudos clinicos em pacientes
em estagios avancados da doenca e que, impreterivelmente, sio submetidas & cirurgia e
quimioterapia, demonsiraram que a combinacdo de drogas, principalmente de paclitaxel e
cisplatina, apresentam maiores taxas de resposta clinica (73%) e maiores médias para a

progressdo da doenga (18 meses) e sobrevida (38 meses) (OZOLS, 1997).

No CAISM / UNICAMP (Centro de Atencgdo Integral a Sande de Mulher), as
pacientes diagnosticadas com tumores de ovario em estagios avancados s3o tratadas, via de
regra, por cirurgia redutiva seguida de 6 ciclos de quimioterapia combinada 4 base de
carboplatina (500 mg/m2) e ciclofosfamida (300 mg/m2). Somente alguns casos sio
tratados com carboplatina (500 mg/m2) associada ao paclitaxel (175 mg/m2), como terapia
de segunda linha (HHALBE, 2000}.

2. A guimioterapia baseada nos derivados da platina

Como relatado no trabalho de FRANCO (2004), as descricdes mais antigas
sobre o cincer aparecem em sete papiros do Egito antigo que datam de 2500 a.C. e que
relatam a realizac@o de uma mastectomia. Posteriormente, Hipocrates, eternizado como o

pai da medicina, e Galeno, o mais influente médico do Império Romano, fizeram
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considera¢bes sobre o cincer e seu tratamento, que foram referéncia até o século 16 da era
cristd, quando a xmedicina avangou devido ao movimento Renascentista. Obviamente, apos
este periodo, miito se aprendeu sobre os mecanismos e tratamentos do cincer com o
desenvolvimento da radioterapia, no século 19, e com a descoberta acidental da mostarda
nitrogenada, em meados de 1940, considerada como ¢ inicio da era moderna da
quimioterapia arzti-neoplasica (FRANCO, 2004). Os primeiros registros de tratamento
quimioterapico efetivo surgiram no final do século XIX em 1885, com a descoberta da
solugio de Fowler (arsenito de potassio) por Lissaver e da toxina de Coley, uma

combinagic de produtos bacterianos em 1890 (BONASSA, 1998).

Duramnte a 2° guerra mundial, ocorreu, por acase, a descoberta dos agentes
alquilantes e dos seus efeitos terapéuticos. Em dezembro de 1943, um ataque aéreo alemio
destruiu um depodsitc de gas-mostarda americano em Bari, Itdlia, originando
mielo-depressfic intensa entre o grupe de individuos contaminados. A partir desse
acontecimento, um grupo de farmacologistas clinicos do servigo do Pentagono, nos Estados
Unidos, passou @ estudar tais agentes e seus possiveis efeitos no tratamento de doengas
(BONASSA, 1998). Os agentes alquilantes afetam as células em todas as fases do ciclo
celular. Apesar de serem efetivos como agentes isolados para inimeras formas de cincer,
raramente produzem efeito clinico 6timo sem a combinagio com outros agentes fase-
especificos do ciclo celular. As principais drogas empregadas dessa categoria incluem a
mostarda nitrogenada, a mostarda fenil-alanina, a ciclofosfamida, o bussulfam, as

nitrosuréias, a cisplatina e o seu andlogo carboplatina, e a ifosfamida (INCA, 2005).

Posteriormente, a partir da década de 40, novos estudos foram surgindo e outras
drogas com mecanismos de agbes diferentes tiveram seu potencial antineoplasico
confirmado, tais como os glicocorticdides, antimetabdlitos, inibidores de purinas e
pirimidinas, antibibticos e alcaldides da vinca (UCB, 2004). Em 1969, é descoberto o
potencial anti-neoplasico da cisplatina. Desde a sua introdugdic em ensaios clinicos, a
cisplatina e seus derivados produziram um impacto importante modificando as perspectivas
terapéuticas de warlos tumores, entre eles, os tumores de ovario, testiculo e cabeca e
pescoco (SIDDIK, 2003).
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A cisplatina e seus derivados, carboplatina e oxaliplatina, encontram-se na

categoria dos quimioterapicos ciclo-especificos atuando em células que se encontram em
proliferacio (GOMELZ, et al., 2002).

O DINA ¢ o alvo priméno de agfo dos derivados da platina (ROBERTS &
PERA JR, 1983 Para induzir seus efeitos biologicos, a2 molécula de platina liga-se ao
DNA formando complexos DNA-proteina ou DNA-DNA intra ou entre as duplas fitas
gerando adutos e ligacbes cruzadas (EASTMAN, 1987). Na presenga desses complexos que
promovem erros na divisdo celular, a célula entra em processo de reparo, escapando por
duas vias: a de reparo bem sucedido ou a de apoptose. A via metabolica envolvida neste

processo conta <om mais de 20 proteinas candidatas, como demonstrado na figura 1
(SIDDIX, 2003).

Uma dessas vias metabolicas culmina na ativagio de “checkpoinis” do ciclo
celular que, temporariamente, induzem a um curto atraso na fase S, seguido da inibigio de
outras quinases ¢ ue promovem um atraso persistenie em G2 e M. Esse atraso é aceito como
uma conseqiiéncia dos danos ao DNA promovidos pelas moléculas de platina fazendo com
que o complexo NER (rucleotide excision repair) seja ativado promovendo a remocio dos
adutos e a sobrewivéncia celular. Entretanto, quando o reparo é incompleto, a célula entra

na via apoptética (SHAPIRO & HARPER, 1999; KUANG et al , 2001; SIDDIK, 2003).

Embora a mediagdo da proteina p53 nos efeitos toxicos dos derivados da platina
seja uma conseqiéncia direta dos danos ao DNA, varios eventos ocorrem para induzir
ativar essa proteina. Um destes eventos ¢ a ativag8o das quinases atm (ataxia telangiectasia
mutated protein) e atr (ATM and Rad3 related protein) que regulam a estabilidade e a
atividade transcri cional da p53 (DAMIA ef al. 2001).

introducdo
27



NH,_ Cl
Pr.
S Y
Cisplatin
DNA adducts

Froieips __

—_
. -‘%"‘““-—a.,

m«-“‘"f-;/// ¥ % 3 ~a

| CATR T
ICONSCCANCTURICD
’ I P

Damase Recornifion

T
e
-
Lap-d) Y f"z’;;“-}{ DR —»
L@ T
P e |
Y + Cell Crcle o L0
K a Checkpoints 4 / /
K . ¥ DNAReparY [/
bR ciscr ¥ 4 1y
“‘“ Arrest S
Caspd Cell Survivad |
.\"x _..'-"": i:"f
\‘\ _ T
Apopiasis

Fonte: SIDDIK, 2003

Figura 1- Visdo geral das vias metabdlicas envolvidas na interagio dos derivados da
platina na célula, desde a ligag3io da molecular de platina ao DNA e formagio

dos adlutos até o recrutamento de proteinas especificas de reparo ou escape para

a via de apoptose
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Mais recentemente, ainda, a proteina atr tem sido verificada na ativacio de vias
metabolicas espeecificas da mapk (mitogen-activated protein kinase) promovendo a
fosforilago da p53. A mapk estd envolvida, também, na integracio dos sinais
extracelulares pawa regular a proliferaco, diferenciacfic, sobrevivéncia e morte celulares
(DENT e GRAN'T, 2001).

Varices produtos génicos sdo transativados pela p53, em resultade da exposicio
a platina, e estdce associados ao atraso no ciclo celular, reparo e apoptose incluindo p21,
gadd45a e o gen= B4AX (HERSHBERGER ef al., 2002). A proteina gadd45a associa-se 4
proteina pcna {(p#oliferating cell nuclear antigen) aumentando a atividade do complexo
NER (nucleotide excision repair), protegendo as células da a¢do citotdxica da droga.
Entretanto, quancio o nivel de danos ao DNA excede o limite maximo de reparo, a célula
favorece a ativac#o da via de apoptose. Esta via de morte celular € complexa ¢ inicia-se
com a transloca¢Eo da proteina bax do citoplasma para a mitocdndria, onde uma cascata de

eventos ativa a vi a das caspases, resultando na apoptose (WANG ef i, 2000).

3. O Fendtipo de resisténcia aos derivados da platina

Embora a platina seja um potente indutor da apoptose, o fendémeno da
resisténcia emerge quando células tumorais tratadas com este agente alquilante falham em
entrar em apoptose, em niveis clinicos relevantes da droga. Isso ocorre em conseqiiéncia de
mudangas intracelulares importantes que dificultam a interagiio entre os derivados da
platina e 0 DNA, com conseqiiente comprometimento das vias de sinalizagio de erro/reparo

e posterior ativag@o das vias apoptéticas (SIDDIK, 2003).

Ainda que a resisténcia a platina possa ser explicada por um Gnico mecanismo,
¢ provavel que o fendtipo de resisténcia tenha um carater multifatorial, em que uma série
de mecanismos € vias metabdlicas encontram-se imbricados (SIDDIK, 2003). De uma
forma geral, e n&0 apenas quanto a resisténcia aos derivados da platina, sio conhecidos
alguns mecanisr10$ que atuam para o desenvolvimento da resisténcia simultinea a

multiplas drogas:
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a) aumento do efluxo da droga apés esta ja ter entrado na célula tumoral

mediado por proteinas relacionadas ao fenétipo de resisténcia a multiplas
drogas (MDR);

b) alteragBes em moleculas-alvo que irfe formar complexos com as drogas
quimioterapicas para que estas exergam seus efeitos, diminuindo, assim, a

sua afinidade pela droga quimioterapica;

c) aumento da atividade dos mecanismos de reparo do DNA levando 3
inativacio de eventuais danos causados pelas medicagbes antineoplasicas
sobre 0 DNA e/ou extingdo da sinalizagfo intracelular de dano ao DNA

provocado pelas drogas quimioterapicas;
d) alteracdes no mecanismo de morte celular programada ou apoptose;

e) inativagdo de genes supressores tumorais, ativagio de oncogenes e outros
genes — principalmente os participantes de vias metabdlicas paralelas e inter-
dependentes (GIGLIO, 2001).

Um grande nimero de proteinas contribui para a manutengio das concentragdes
intracelulares das drogas. O mecanismo mais estudado € o da glicoproteina P — produto do
gene AMDRI, cromossomicamente localizado em 7q (AGUILA ef al, 1998). A
glicoproteina P € uma proteina transmembrana, que atua como uma bomba
ATP-dependente, transportando ativamente compostos de diferentes naturezas para fora das
células e impedindo, no caso de quimioterapicos, a sua agdo citotdxica (FOJO ef al., 1987).
Outras proteinas, ainda, incluem: a berp (breast cancer resistance protein) e a mrp
(Multidrug Resistance-associated Protein), que apresentam a capacidade de exportar

substincias para © exterior das células, especialmente se estiverem conjugadas a glutationa
(STAVROVSKAYA, 1999; WAGNER-SOUZA ef al., 2003) .

O sistema glutationa (GSH) consiste em um critico componente de
desintoxicagdo de agentes citostaticos das células. A enzima glutationa S-transferase (gst)
catalisa as intera¢les enire os agentes alquilantes e a glutationa, aumentando a taxa de

desintoxica¢do de uma droga. Deste modo, a ativagio dessa enzima pode causar o fendtipo
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de resisténcia. A resisténcia as drogas, mediada pela glp-P, pode estar conectada com
alteragdes no sistema GST, pois células com resisténcia intermediada pela glp-P
apresentam niveis aumentados da enzima gst. Possivelmente, genes envolvidos em diversos
sistemas de defesa na célula atuem de forma coordenada, justificando as relacdes existentes

entre os diferentes mecanismos de resisténcia a drogas (STAVROVSKAYA, 2000).

Devido & sua complexidade ¢ a0 envolvimento de varias moléculas, alteracdes
em genes ¢ proteinas que resultem em alteracBes das vias apoptdticas — direta ou
indiretamente -, talvez constituam o mecanismo de maior impacto nas taxas de resposta a0
tratamento com derivados da platina. Essas alteracdes podem vir a serem deflagradas por
mutacdes ou, ainda, por amplificacbes, deleces e rupturas de genes — em translocagdes
balanceadas ou nfio. Desta forma, torna-se importante o estudo de perfis citogenéticos e do
grau de instabilidade gen6mica de um determinado tumor, para a possivel correlacio de

achados e biomarcadores com o fendtipo resistente e refratario ao tratamento.

Mutagdes, polimorfismos e delecbes sdo comumente descritos para o gene
supressor tumoral 7P53 que esta localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1). A
expressdc de sua forma alterada € o defeito genético mais comumente identificado em
tumores malignos humanos. Em uma célula normal, sua funcdo relaciona-se & produgio de
proteinas que atuam na regulagio do crescimento celular, controle dos danos e facilitagiio
do reparo do DNA (WILLIAMS JR. et al., 1999). O gene 7P53 ¢ ativado em resposta a
sinais de danos celulares. Seu fator de transcric3o interage com outros genes e, em algumas
dessas interagbes, ocorre a promogdo da parada do ciclo celular na fase G1, portanto, antes
de ocorrer a duplicagdo do DNA (fase S), permitindo o reparo do DNA danificado. Em
casos de danos n&o reparados, a proteina p53 induz a apoptose. Além disso, a pS3 também
promove um “checkpoint” da fase S para a G2 (FETT-CONTE e SALLES, 2002). O 7P53
ativado consegue estimular genes como, por exemplo, o0 B4X que acarretario mudangas no
potencial da membrana mitocondrial, liberando para o citoplasma moléculas de citocromo
C que, por sua vez, ativardo as caspases e induzirfio o processo apoptotico. Um dos
moduladores desse mecanismo € o gene BCL-2 que pode alterar a liberagdo de citocromo C
pela membrana mitocondrial (GIGLIO, 2001).
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A p53 mutante parece dominar sobre o tipo-selvagem da proteina sendo
pobremente degradada na célula, resultando no superacimulo e superexpressio da proteina
mutante produte de 7753 (WILLIAMS JR. ef al., 1999). Embora o 7P53 seja considerado
um gene supressor de tumor, pois a maioria das mutacBes leva 4 perda de fungio, ele pode
sofrer mutages que atuam como esse efeito negativo dominante, citado acima, ou seja, ©
produto do unico alelo mutado interage e inativa ¢ alelo normal, induzindo o cincer e

atuando, portanto, como um oncogene. (FETT-CONTE e SALLES, 2002).

Outro gene envolvido em processos de resisténcia 4 quimioterapia € o oncogene
C-MYC (PELENGARIS e KHAN, 2003). Em situagdes anormais, pode ser ativado por
diversos mecanismos, entre eles translocacBes com justaposigdo do gene gue se encontra no
cromossomo 8g24, a genes de imunoglobulina localizados nos cromossomos 2, 14 ou 22 e,
tambem, por amplificagio. O gene C-MYC encontra-se amplificado em varios tipos de
canceres, incluindo carcinomas de pulmfo, mama e casos raros de carcinoma de célon.
Além disso, mutagbes de ponto do gene também tém sido descritas (BISHOP &
WEINBERG, 1996).

Especialmente no cincer de ovario, o gene que mais vem sendo relacionado a
resisténcia a quimioterapia e a um prognostico reservado é o ZRBB-2, também conhecido
como HER-2/neu. TETTO et al. (1998) encontraram uma associa¢do entre a expressdo do
ERBB-2 com resisténcia 4 quimioterapia citotoxica, como a ciclofosfamida/metotrexato.
CHUNG er al. (2002) relacionaram a expressio do ERBB-2 com resisténcia 2 terapia
endocrina do clncer de mama com tamoxifeno, devido 4 provavel interagio direta do
produto génico com receptores de estrogeno localizados na membrana plasmatica. Tumores
que apresentam a superexpressdo da proteina codificada pelo EZRRB-Z ainda podem
apresentar resisténcia a multiplas drogas de maneira indireta, uma vez que a proliferacio
celular torna-se descontrolada, conferindo ao tumor uma “maior malignidade” e

>

conseqiientemente, tornando-o resistente ao tratamento quimioterapico.

Considerando o processo de malignizagio neoplasica, ha hipoteses que
propdem que o fenétipc de resisténcia & platina seria, na verdade, mais uma aquisicio do
tumor, neste processo. Kruh (2003) postula que a resisténcia ao tratamento nada mais é que

uma manifestacdo do clncer. As mutacBes somaticas, associadas a plasticidade e
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instabilidade gendomicas adquiridas na carcinogénese, sio a base para o desenvolvimento
deste fendtipo. Em linhas gerais, a expectativa € de que, em algum momento do processo
gerado pelo acimulo de alteragBes, qualquer tumor apresente-se refratario ao tratamento,
seja de forma intrinseca ou adquirida (KRUH, 2003).

O desafio torna-se, portanto, entender em que momento este processo €
deflagrado, diferenciando quais mutacdes e alteragGes gendmicas estic envolvidas na

carcinogénese e progressao tumoral daquelas envolvidas na resposta e no prognostico.

4. A citogenética molecular na deteccio da instabilidade gendmica

O termo “resisténcia adquirida a drogas” € usado para descrever populagbes
celulares, previamente sensiveis a drogas e que adquirem ¢ fendtipo de resisténcia. Esta
forma de resisténcia parece ter origem multifatorial, mas mutacio e selegdo contra genes
que conferem prote¢do sdo centrais neste processo (SOOD & BULLER, 1998). Prevé-se,
com isso, que os fendmenos de resisténcia as drogas assim como o silenciamento efou
super-expressio de genes sejam resultado de alteragdes genéticas e citogenéticas e eventos

particularmente afins.

A técnica de cariotipo através do bandamento G, apesar de ser acessivel em
praticamente todos os grandes centros de estudo do céncer, revelou-se pouco informativa,
nos casos de tumores avangados devide as dificuldades de manejo no cuitivo celular,
obtencdo de metafases de boa qualidade e devido aos complexos rearranjos presentes
(TIBILETTI ef al , 2003).

Novas técnicas em citogenética foram desenvolvidas nestes ultimos anos da
“era molecular da ciéncia”. Em meados dos anos 80, iniciaram-se os estudos de
hibridizacdo de sequéncias de DNA especificas a cromossomos, culminando com o advento
das técnicas de hibridizacio in sifu através de corantes fluorescentes. Esta técnica, chamada
de FISH (fluorescence in situ hybridization) permitiu a localizacdo precisa de sequéncias de
DNA de interesse nos cromossomos. Hoje, € possivel empregar a técnica de FISH a um
imenso espectro de amostras € com a possibilidade de investigacio de seqiéncias ndo
apenas em metafases, mas em micleos em interfase, dispensando a necessidade de cultivo

celular prévio.
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Desenvolvida em 1992, a hibridizagio gendmica comparativa (comparative
genomic hybridization — CGH) consiste na hibridizagiio competitiva de DNA tumoral e
DNA normal, marcados com fluocrocromos diferentes, a metafases normais fixadas em
1&mina, permitindo a investigacdio do genoma total para ganhos e perdas de regides
cromossOmicas. Por nio ser necessaria a obtencfio de metafases do tumor a ser investigado
e por permitir extracio de DNA de praticamente todos os tipos de tecidos, mesmo aqueles
incluidos em parafina, a técnica torna-se til por permitir uma vis3o geral e informativa do
genoma. Entretanto, o delineamento de bandas e regides especificas é limitado pela
resolugio dos cromossomos metafisicos. E possivel identificar ganho de uma regiio no
brago curto ou longo, em regides proximais ou distais sem, no entanto, permitir a
identificagio de uma ou mais bandas especificas com seguranca. Estima-se que o poder de
resoluciio da CGH seja de 5 a 10 MB ¢ que esta resolugio esteja intimamente ligada 2
resolugio dos cromossomos a que os DNAs sdo hibridizados (KALLIONIEMI
etal., 1992}

Apesar de alguns mecanismos relacionados 4 resisténcia a drogas serem
conhecidos, poucas foram as moléculas associadas. Além disso, nfio existem dados
conclusivos acerca de regides especificas cuja amplificagio, delegio ou ainda translocagiio

possam estar associadas positivamente 4 resisténcia intrinseca e adquirida.

Sabe-se que a evolugdo tumoral para fendtipos mais expressivos de
malignidade envolve multiplas alteracBes genéticas, varias delas observadas na analise
citogenetica. Freqlientemente, tumores em estigio avancado apresentam poliploidias,
aneuploidias, delecGes, amplifica¢gBes, cromossomos marcadores e eventos como
translocagSes complexas, balanceadas ou nfio. Com essas ocorréncias, o equilibrio
dissdbmico celular € profundamente atingido, resultando no fendtipo agressivo das células
tumorais (HEINRICH, 2001; TIBILETTI ez al., 2003).

Nos altimos anos, especialmente ap6s 2002, varios trabalhos foram publicados
utilizando CGH para a detecgdo de regiSes candidatas e relacionadas a tumorigénese,
resposta ao tratamento, resisténcia quimioterapica aos derivados da platina ¢ fatores

progndsticos no cincer de ovario.
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De uma forma geral, Kiechle e colaboradores (2001) sugeriram que as regides
mais comumente envolvidas para ganho seriam 1q, 8q, 20q, 3q e 19p e para perda 13q, 4q,
5q e 18q, dados estes corroborados pelos grupos de Hauptmann ¢ Hu, conforme observado

nas tabelas 2 e 3 (KIECHLE ¢f af.,, 2001; HAUPTMANN ef al., 2002, HU ef ai., 2003).

Hu e colaboradores {2003) observaram que o tempo de sobrevida das pacientes
correlaciona-se inversamente ao numero de alteracdes cromossdmicas encontradas nos
tumores. E interessante notar que, nesse mesmo estudo, 85% dos tumores apresentaram
ganho nas regides 2p e 8q, exatamente onde os genes N-MYC e C-MY( estio localizados,
indicando uma forte associagio deste gene a patogénese dos tumores de ovario (HU ef al.,
2003). Alteracdes em 8q também foram observadas pelos grupos de Tapper,
Patael-Karasik e Israeli, em estudos envolvendo tumores esporadicos e tumores familiais
com mutagdes de BRCAI e 2, investigados por CGH (tabela 4) (TAPPER ez al, 1998,
PATAEL-KARASIK ef af ) 2000, ISRAELI ef af, 2003). O nimero medio de perdas e
ganhos foi significativamente maior nos tumores familiais, comparados ao grupo de
tumores esporadicos (ISRAELI ef ai, 2003).

Tabela 2- Alteragdes Cromossdmicas em 47 Carcinomas de Ovario

Tipe de Tumor Ganhos Perdas
Adenomas 1p36, 19,22
Tumores LMP 3p26, 4q, 5q14-q22, 6q. 9p, 12q21, 1p32-36, 8q, 9q, 16p, 19,22

1321
ig41-g42, 1q23, 313, 3q24-gter, 6p22,
{Baixo grau histologice)  8q

Carcinomas Serosos 4q25-gter, 6q22-g23.

13g21-g22, 16g21-g24

12g21-q22,

Carcinomas 5erosos 1622431, 1g32-grer. 2pli-pl3, 3q, 4pl3-pl5, 5ql4-q23, 6q22-g24. 8p,
{Alto grau histologico) 5pl5, epl2-pter, 731435, 8q, 10pl2- 9pl2-p23, 9ql3-g34, 13ql4, 14q22-
pl5, 10g21-g23, 12p, 12qil-gl4, @31, 15gi4-g22, 16g2l-g24, 17pii-
15q26, 18p11 20p, 20gl1-gl13 pl2, 18gl2-gter, 21q21-gq22
DESTAQUES 3ql3-gter, Spld-pter, 6p22-pter, 8q22- 8pl2-p23, 21q21-q22

gter, 10p, 12p

Carcinomas nfo serosos  20pi3, 20gi3 4q22-g32, 8p21-p22, 13q21-g31
DESTAQUES 3q24q27, 6q22, Tq33-gter, 8q23, 13q21-g22
13q32-qter, 20pl3-qi3

Fonte: modificada de KIECHLE et al., 2001 ¢ HAUPTMANN et o/, 20602,
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Tabela 3- Ganhos e perdas em 20 carcinomas Serosos primarios € recorrentes.

Ganhos Perdas

Total de tumores ig4l-g44, 8g22-q24, 19pl2-gi3.l, Xpil.2Z-gl3, 4g31-g35, Xpii-
20g12-q13, 3q26-929, 12piZ-pl3, p22.3, 18q22-g23, 13q22-g31,
2p22-p25, Tpl4-p2l, 3p15.2-pl5.3, 9p22-p24, 16g22-g24

17922-g25
Perdas e Gashos em lg4i-g44, 2p22-p25, 3q26-29,
CGirande namero de cOpias 19pi2-q13.1
Tumores com Recorréncia 2p22-p25, 19pl2-gi3.1 20q12q13  S5qlid-g22

Fonie: modificada de HU er al,, 2003,

Tabela 4- Alteracdes cromossOmicas em 19 tumores familiais e 27 esporadicos.

Ganhos Perdas
Esporadicos {nephuma especifica apontada)
Portadoras Mutacio BRCA1 8g24. iter, 3q 9el9
Portadoras Mitacio BRCA2 e 2q24-g32 1l6e22

Fonte: modificada de TAPPER ef al., 1998,

PATAEL-KARASIK et al., 2000, ISRAELI er al., 2003,

Ganho em alto numero de copias também foi verificado nas regides 1q, 3q e no
cromossomo 19, onde se localizam alguns outros genes que podem ter interesse
clinico-prognéstico como elF-5A2 (fator eucariftico de iniciagio 5A2), PIK3CA
{phosphatidylinositol 3 kinase), na regido 3q26, e o AKT2, na regifio 19¢g13.1-q13.2
(GUAN ef al., 2004).

A analise dos pontos de quebra mais recorrentes, realizada por Rao e
colaboradores, permite-nos propor uma série de genes que poderiam estar envolvidos na
patogénese dos carcinomas de ovario. Entretanto, se compararmos os dados do grupo de

Rao e os dados apresentados pelo grupo de Takano, na anilise de tumores sensiveis €
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resistentes & cisplatina, verificamos que os loci propostos pelo primeiro e que abrigariam
perdas ou ganhos gendmicos ndio sfio os loci propostos pelo segundo, com os pontos de

quebra mais freqiientes (TAKANO ef al., 2001; RAO ef al, 2002).

Tabela 5- Alferagtes Cromossdmicas em 28 carcinomas de ovario (fumores resistentes e

sensiveis a cisplatina)

{anhes Perdas

Tumores Resistenies 1921-g22, 6g21-q25, 13g12-q14.  7q21-g36, 10qi2-gl5

Fonte; modificada de TAKAND et al, 2001,

Tabela 6- SKY {Cariotipo Espectral) em 7 adenocarcinomas serosos

Pontos de Quebras ip36, 2pll, 2p23, 3p21, 3q21, 4pll, 6q11, 8pll, 9g34, 10pil, ilpll,

1igl3, 12pl3 3. 17q21.
Recoremtes q13, 12p13, 1213, 17q21, 18pl1, 18q11, 20q11, 21q22

Deleches Intersticiais 8pll, 11pll e 12g13

Fonte: modifcada de RAO ef al., 2002,

Os trabalhos publicados indicam grande heterogeneidade no mapeamento de
regides, por CGH, que possam estar relacionadas a tumorigénese, progressio da doenca ¢
resposta ao tratarnento. Essas diferengas s3o devidas a heterogeneidade j& conhecida dos
tumores de ovario e a inclus@io de diferentes tipos histologicos, graus de diferenciaciio e
estadiamento dos tumores, sendo que nenhum trabalho concentrou-se em avaliar um grupo
especifico de pacientes. Com isso, a possibilidade de utiliza¢8io da técnica de CGH para
caracterizar um grupo especifico de pacientes, com caracteristicas clinicas semelhantes,

para a disponibilizacdio de biomarcadores € promissora.

A técnica convenctonal de CGH, denominada mCGH (baseada em metafases),
gera varias possibilidades quanto as regibes que poderiam ser correlacionadas a um

determinado fendtipo. Entretanto, a resolugdo da técnica convencional pode apenas indicar
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regides cromossOmicas candidatas onde varios genes estdo inseridos (JACOBSEN ef al.,
2000). Para que, de fato, seja possivel conhecer-se qual ou quais os genes contidos nessas
regides e que estariam relacionados a determinada caracteristica, outras técnicas de maior
resolucdo podern atuar complementarmente como a FISH (fluorescence in situ

hybridization) ou, ainda, a mais recente, aCGH (CGH-arrays) (MAKHIJA ef al., 2003).

Os aCGH foram criados para aumentar substancialmente a resclucio da
mCGH. Estes arrays utilizam grandes insertos, contidos em BACs (bacterial artificial
chromosomes) como alvos na ldmina, ao invés de metafases, como na mCGH. O primeiro
array para mapear o genoma inteiro foi construido em 2001 pelo grupo de Snijders,
contendo aproximmadamente 2.400 clones (SNIJDERS er af,. 2001). Mais recentemente, o
mesme grupo construiu um arrgy com aproximadamente 32.000 clones sobrepostos em
uma técnica denominada “#Hling resolution arrqy” que devera estar disponivel
comercialmente em breve. Teoricamente, os fragmentos utilizados no TZiling Array
cobririam regides contiguas no genoma e, com isso, todas as possibilidades de regides onde

houvesse um gene (ISHKANIAN ef a/., 2004).

Apesar de muito informativos, os aCGH e os Tiling Arrays ainda ndo estdo
disponiveis a todos os laboratorios, em qualquer centro de pesquisa. Por outro lado, a
utilizagdo de seqii€éncias de interesse especificas em arrays feitos sob medida para um
determinado experimento torna esta abordagem possivel a praticamente qualquer
laboratério de citogenética que mantenha contato com outros centros de pesquisa no

mundo.

ApGs a escolha e confirmacdo de regides e€/ou genes especificos, entretanto,
estas seqiiéncias precisam ser validadas em um grande ndmero de pacientes, lembrando que

a abordagem através dos arrays, apesar de informativa, é bastante cara.

Se as pesquisas atuais puderem apontar genes especificos relacionados a um
determinado fenotipo, como em nosso caso — a resisténcia aos derivados da
platina ~, “assinaturas moleculares” das pacientes poderdo ser obtidas loge apds o
diagnodstico do tumor, para que estratégias assertivas de tratamento e seguimento possam

ser propostas.
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Objetivo Geral

Caractenizar o perfil de perdas e ganhos gendmicos detectados por CGH
(hibridizagio gendmica comparativa) de pacientes portadoras de carcinoma de ovario e

submetidas a quimioterapia a base de platina.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar os padrdes de perdas e ganhos gendmicos mais fregiientes em

pacientes com carcinoma de OVario.

2. Caracterizar os padrbes de perdas e ganhos gendmicos que, nessas pacientes,

poderiam estar associados ao fenétipo de resisténcia a platina.

3. Identificar as regifes cromossOmicas associadas ao fendtipo de resisténcia
intrinseca & platina e, com os dados da literatura, propor marcadores

citogenéticos associados & resposta & quimioterapia.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of the study was to investigate the role of specific
chromosomic regions to the acquisttion of the platin-resistance phenotype in patients with

ovarian carcinomai.

METHEIODS: Fresh tumor specimens from 24 patients were examined through
CGH (comparatiwe genomic hybridization) to determine chromosomal losses and gains.
Sixteen patients ~were refractory to the platin based chemotherapy and 8 patients were

sensitive. Clinicopathological parameters and chromosomal patterns were compared.

RESUILTS: Patients with the highest number of chromosome alterations were
found to present the resistant phenotype and a worsened prognosis. Gene amplification
patterns were foumnd at 1q, 3q, 8q and 17q. Recurrent abnormalities spanning the 1g21-q22
and 17q12-q22 regions were found in 56% and 50% of the resistant patients respectively.
Moreover 88% of the patients that have shown 1q or 17q alterations displayed the resistant

phenotype.

CONCLUSIONS: We suggest that those regions at 1q and 17g harbor genes
that are differentially more related to prognosis instead of tumorigenesis. Genes that are
amplified in the same amplicon such as ARNT and MUC! at 1q and LASPI, ERBB-2,
MING64, BRCAI and TOP24 at 17q should be investigated as potential markers for

chemoresponse to platin based chemotherapy in patients with ovarian carcinomas.

1. INTRODUCTIEON

The irxcidence of cancer among women in Brazil corresponds to estimatives of
other industrialized countries around the world [1]. Ovarian cancer is not among the most
incident types of cancers but is one of the leading causes of death among women with
gynecological matignancies and still a major challenge for the clinician especially due to its
late diagnosis and some treatment issues. Most cases are diagnosed at an advanced stage

and the majority ©f patients present metastasis at the primary surgery {2,3]. The standard
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treatment follows the international consensus of cytoreductive surgery and platin-based
chemotherapy although a chemoresistance phenotype is present in around 30% of patients.
Chemoresistance is the main reason for failure of cancer therapy leading to patient death
[4]. The mechamism underlying cisplatin resistance in ovarian cancer is not yet fully
understood although many genes and proteins such as ZRBB-2, TP33, BAX, BCL-2,
BRCA-1, RAS, AZAPK, gadd45a, p21 and many others were shown 10 be involved at some
point in different pathways contributing to the development of the resistant phenotype [5].
Hypothetically tixe resistance phenotype arises in a cancer cell as the mutation rate becomes
too high and uncontrolled changing the genetic elements that control cell sensitivity to a
given drug as if 1t would be expected that at some point any tumor would show some type
of intrinsic or acquired chemoresistance [6]. Previous studies are pointing to some
promising protein targets for platin resistance in ovarian cancer such as the proteins xist,
mucl, ddg, the gsts and the microsatellite marker D61581 among others {7,2,8,9,10,11].
Although many groups have been working on expression profiling, some others have found
cytogenetic markers that could predict platin based chemotherapy response and/or
prognosis such as gains at 1q21-q22, 6p, 6q21-g25, 7q, 13q12-q14, 17q and losses at 7q21-
q36, 10g12-q15, 15q, 17p, 18q, 21q [12,13].

Like most tumors, ovarian cancer has been shown to be a monoclonal tumor
where somatic mutations affecting several gene families promote cell proliferation.
According to it one could accept that metastasis capability and the chemoresistance
phenotype would arise from novel somatic genetic alterations from variant subclones
within the primary tumor [3]. Although many authors have shown possible chromosomal
regions involved at the onset of ovarian cancer there is still a lack of information on which
abnormalities would contribute to its tumorigenesis and which ones could be accounted for
differential phenotypes such as the resistance to platin, the chemotherapy agent of choice
for ovarian cancer. To gain insight weather gene amplification and/or deletion participate
on the chemoresistance phenotype we have studied a subset of 24 ovarian carcinomas of
serous and mucinous type with very similar clinical and treatment features in an attempt to

differentiate gene profiles that are involved on treatment response and/or prognosis.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Patients and tumor samples

Patients with ovarian cancer who have undergone surgery at the Women’s
Hospital (CAISM) and who have signed an informed consent were eligible for
participation. The study was approved by the institutional and National Ethics Committee.

Fragments obtained from the primary tumor and selected by the pathologist
immediately after surgery were frozen immediately and stored in liquid nitrogen until
processed. Twenty four samples were selected for CGH according to the availability of the

clinical records and follow up information and according fo the exiracted DNA quality.

Patients who have received platin associated with ciclophosphamide and/or
paclitaxel were eligible. Patients were assigned as chemoresistant if any tumoral activity —
verified through the increase of CA125 levels and/or clinical symptoms - was found until 6
months of the last chemotherapy course {i14]. Only ovarian carcinomas of serous and

mucinous histological types were included.

2.2 CGH

Standard phenol-chloroform DNA extraction with alcohol precipitation was
carried out after tissue digestion with 0,12 mg/ml proteinase K (Invitrogen, USA)
overnight. The conservation of high molecular weight at the extracted DNA was examined

through a 1% agarose electrophoresis gel.

Normal lymphocyte metaphases were obtained according to routine protocols
for karyotyping. DNA indirect labeling of tumor (target- green) and normal (reference-red)
DNA and hybridization was carried out as described elsewhere [15]. Reversal labeling was
carried out whenever possible to check the CGH results. Briefly, equal amounts of tumor
and normal DNAs were ethanol-precipitated with unlabeled Cot-1 DNA, dissclved in
hybridization buffer (50% formamide/10% dextran sulfate/ 2XS8SSC, pH 7), denatured at

75°C for 5 minutes and applied into normal lymphocyte metaphase preparations. The
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hybridization procedure took place at 37°C for 72 hours in a humid chamber. Post
hybridization washes included 0.4XSSC at 75°C for 2 minutes and 0,1% NP-40, 2XSSC
for 2 minutes at room temperature. Counterstaining was achieved with 4°,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI — Vector Laboratonies) in an antifade solution.

image analysis was performed by either two different CGH softwares:
Cytovision (Applied Imaging, San Jose, CA, USA) and CGH View (Applied Spectral
Imaging, San Diego, CA, USA) coupled in an Olympus (Tokyo, Japan} or Zeiss (Jena,
Germany) fluorescence microscopes. Target regions were defined according to the
green/red ratio. Chromosomal regions where the mean ratio was below 0.8 were considered
to reflect losses of DNA and regions where the mean ratio was above 1.2 were considered

to reflect gains. High-level amplification was assigned if the ratio exceeded 1.5.

3. RESULTS

Gains and losses profiles of each analyzed patient as well as high-level
amplifications details are summarized on table 1. Nineteen tumors were of serous
histological type and five were of mucinous type. The mean age of patients at diagnosis
was 57.6 years {32-72). Follow up data and clinical information on the chemotherapy
treatment response were obtained at the patient’s records. Eleven patients have died due to

the disease and ome has died due to a secondary cause.

The average number of chromosomal alterations was 6.8 (2-18) and didn’t
seem to differ according to the histological type. Two patients who presented the highest
number of ampiifications (16 and 18) have died of the disease and presented a suggestive
chemoresistant phenotype. One of these also presented the youngest age at diagnosis

(32 yo). The number of detected deletions was lower than the amplifications.

The mnost recurrent abnormalities were found on chromosomes 1g and 17q.
Abnormalities irzvolving both short and long arms of chromosome 6 were observed and
also on 2q, 3g and 8q although not as frequent as abnormalities in 1q and 17q. The

frequency of chromosome 1 and chromosome 17 aberrations was similar: 42% (10/24)
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although shori-arrn aberrations were found. One patient has shown gain at 1p12 and another
at 17p22-pter. Amzong the 16 resistant patients 56% (9/16) have displayed alterations at 1g
and 50% (8/16) at 17q. Moreover 88% (8/9) of the patients who have displayed Ig
alterations and 88%%% at 17q presented the resistant phenotype. The frequency distribution of
chromosome abnormalities according to each patient and to each chromosome is shown on
graphic 1 where the chromosome 23 stands for chromosome X. A diagrammatic
representation of the recurrent chromosome regions of amplification at 1g and for

chromosome 17 is shown on figures 1 and 2.

4. DISCUSSION

The study of chromosomal abnormalities in cancer cells is vsually taken for
granted in a genomic and proteomic era although it is remarkably known that new
generation drugs such as Herceptin and Glivec were conceived based on the cytogenetical
findings of the ERBB-2 gene amplification and the well known Philadelphia chromosome
f16}.

Many previous authors have shown the association of genes such as ERBE-2,
7P53 and BCL-2, the chemoresistant phenotype and/or a poor prognosis but none to date
have become a potent predictor of chemoresponse with clinical use [7, 2, 8, 9, 10, 11]. The
number of cytogenetical alterations in our samples ranged from 2 to 18. The patient with 12
alterations has currently progressive disease and the patients with 16 and 18 alterations
have died withinn the 6 month-evaluation period after the last chemotherapy course.
Although our study cannot provide statistical data to support any association at this time,
many others have been showing the impact of the number of chromosomal alterations on
the overall survival rates and/or with survival time of the patients [17, 18, 19] showing that
the CGH technique might help to select patients regarding their number of alterations onto

better or worsened prognosis groups.

We failed to detect amplification at 20q12 as reported by others [20, 21, 18]
One possible reason is that we have analyzed primary tumors instead of recurrence sites or
metastasis and this alteration has been associated to high risk for recurrence not only in

ovarian cancer but also in thyroid cancer [22]. One could hypothesize that 20q12 gain is a
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later abnormality acquisition and might be related to disease progression. Also in our
sample we have not identified recurrent alterations spanning the 7ql1.2-g21 region of the
gene MDR] which might suggest that aithough frequently mvolved in chemoresistant
phenotypes in othzer cancers, MDRI1-related resistance due to gene amplification is not a
frequent event in ovarian cancer. The MDR/ gene codes for the P-glicoprotein {pgp}, that
works as an ATP-dependent drug pump and prevenis the cytotoxic activity of a given drug
by changing its concentration in the cell. Recently it was demonstrated that pgp interference
RNAs (siRNAs) were able to reverse the resistance of ovarian carcinomas as effective
inhibitors of MDR gene expression [23]. Although not based on gene amplification profiles
but on post transcriptional issues that could have leaded to an increase on pgp levels,

siRNAs may become a novel therapeutic tool for the treatment of ovarian carcinomas.

We confirmed 8q alterations in our samples supporiing other authors.
Abnormalities at 8q specially if spanning the C-A/¥C oncogene at 8g24 are widely found in
different types of tumors so the hypothesis is that 8q is an early step for ovarian cancer

tumorigenesis [24.3].

Our findings reinforce the hypothesis that 1q and 17q harbor important genes
related to platin resistance as 88% of our resistant patients displayed alterations in any of
these two regions. In our samples these amplifications seemed to happen independently

although two patients have shown concomitant amplification at 1q and 17q.

Some groups have been focused recently on the amplification of 1g21-g22 and
especially on the role of the mucl protein whose locus is localized in this region. We have
confirmed the high frequency of this amplification among the resistant patients although a
larger amplification pattern until 1423-g24 was also verified [25, 12]. The mucl protein has
been found to be overexpressed in a variety of tumors including breast and ovary [26,9].
This protein plays an inhibitory role to E-cadherin and beta-catenin mediated cell
interactions which would facilitate metastasis [27,28,36]. Immunohistochemical and/or
FISH studies with a MUCI gene probe in a larger number of samples wouid help to

elucidate the specific role of the protein for the worsened prognosis.
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Also i n the same amplicon at 1g21 is localized the ARNT gene. ARNT serves as
the dimerization partner for a number of other proteins, whose activity is modulated by
exogenous chemicals. These complexes activate transcription of several genes involved in
metabolism of feoreign chemicals [29]. We might infer that genes at this region are
important for the chemoresistant phenotype although other targets have to be checked at

1g21.

The c<hromosomal region 17q12-g21 harbors an amplicon that is frequently
related to be ampolified in breast cancer [30,31] but to the best of our knowledge not yet
proven to be related to a specific phenotype in ovarian cancer. This amplicon contains the
ERBB-2 gene but also others such as LASP/, MIN64 and more distally the BRCAZ gene
129,31}

At 17¢21-q22 18 also localized the TOFP24 gene. This gene encodes a DNA
topoisomerase, am enzyme that controls and alters the topologic states of DNA during
transcription. This enzyme is involved in processes such as chromosome condensation,
chromatid separation, and the relief of torsional stress that occurs during DNA transcription
and replication. It catalyzes the transient breaking and rejoining of two strands of duplex
DNA which allowvs the strands to pass through one another, thus altering the topology of
DNA. Two forms of this enzyme exist as likely products of a gene duplication event. The
gene encoding this form, alpha, is localized to chromosome 17 and the beta gene is
localized to chromosome 3. The gene encoding this enzyme functions as the target for
several anticancer agents and a variety of mutations in this gene have been associated with
the development of drug resistance [31]. Although the 7OP24 is found to be related to
doxorubicin resistance [32] and changes in expression levels of 7OP24 was associated with
the ovarian carcirnoma cells responsiveness to paclitaxel [33], the role of this gene at platin

resistant ovarian <ancers 1s yet to be explained and needs further investigation.

QOur wesults are preliminary but of vital importance to delineate targets for
further analysis. One possible approach would be to investigate the 1q21-q22 amplification
pattern in a larger number of resistant patients. Another to investigate the participation of
the large “ERBB~-2 amplicon”. The £ERBB-2 gene is found to be amplified in around 30% of

ovarian cancer patients and is related to a worsened prognosis [34,35]. The study of the
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gene boundaries and other genes that might have been amplified with the £RBB-2 gene will
help to understand the role of this amplicon and its relationship with the chemoresponsive

phenotype and prognosis.

Nine out of 16 patients (56%) in our study displayed overrepresentation of a
region that includes the genes LASPI, ERBB-2, MIN64, BRCAI and TOP2A suggesting

that amplificatiorn of any of them or all of them together might lead to a resistant

phenotype.

QOur resuits and the genomic data published by other authors support the thesis
that the oncogene amplification and genetic instability pathways are one of the major
mechanisms capable of activating or down-regulating many genes implicated in the platin

resistant phenotype In ovarian cancer.
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Table 1: Summary of patient information and CGH findings.

ID RES HT Age Fip ALY AMPIIFICATIONS DELETIONS
1 YES 8 62 <6 {*) i6 1g21-g22, 3q23-q23, 3g24-gter, 2g32-gter, 16p
17q12-gter, 20, Xpi2
2 YES S 66 <6{*) 5 1g231-q24, 8pl2-pter, 1p
3 YES g 72 <H(*) 3 ig4l-gter, 1iplZ-pi4,17ql12-qter
5  YES S 60 <6{*) 5 3q24-gter, 6p12-22
8 YES S 43 <6(*) 3 1g21-g22, 9q23-gier, 17g21-22 7
% YES 3 66 <6(*) 6 Tp22-pter, 17 13g21-gter
11 YES 8 62 1I(PD) 12 6g24-qter, 11p
16 YES S 55  11(PD) 8 ipi2, 13q21-22 2q23-qter, 3p, 6p22-pter,
Xpl2-q23
17 YES S 48 <6{%) 7 Ig24-g32 10g
18 YES 8 32 <6(¥) 18 3q21-gter, 8q2 1-gter, 17g21-q22,
19q, 22, Xpl2-pter
19  YES 8 61 <6(*) 3 17q12-22, 11p12-q22 X
23 YES 5 63 <6(*) 7 1g32-qter, 8q, 16q12, 20pi2-q21 7q2i-gter
i3 YES M 71 ${PD) 7 1g21-g24, 262426, 6G22, 10gi2
8q21-gter, 17
14 YES M 68  I5(PD) 9 1g21-q22, 6pl12-pter
15 YES M 57 <6(*) 3 17q, Xq24-gter 20q
20 YES M 62 <6(*) 8 5p23-pter, 6g22-gter
NO S 70 12 (DF) 3 2pl2-pl4
NO S 55 130F) 4 332, 8q,13q22-qter 1q31-q41, 8p12-pter
NO S 58 24 (DF) 6 4qi2 3q24-26
21 NO S 4  22(DF) 3 3q, l6qiZqter 3q
22 NO S 39  17QDF) 3 17g21-gter, 20pl2
24 NO S 29  15(DF 8 1g21-q23, 2p22-pter, 8qiZ-gter,
12p22, Xq2i~gter
12 NO S 67 15(DF) 2 16g 15q22-gter
10 NO M 32 16 {(PF) G 3q22-q24, 16q21qter, 17pi2-pter ip22-pter

ID: Idemtification / RES: resistant phenotype / HT: histological type (S: Serous / M: Mucinous) / F.Up:
Follow Up in months (* : died / PD: progressive discase / DF: disease free} ALT: number of chromosomic

aiterations.
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Graphic 1: Patients (X) and chromosomal distribution (Y) of abnormalities
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Figure 1: Diagram of amplification patterns for chromosome 17.

Green lines represent findings in each patient. Black line represents literature findings.
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Figure 2: Diagranz of amplification patterns for ig.

Green lines represent findings in each patient. Black line represents literature findings.
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ARTICLE PRECTS:

Regioms at 1q and 17q are shown to be amplified in 88% of our platin resistant

patients and might be used as biomarkers to predict chemoresponse.
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Nos Gltimos anos, a pesquisa de marcadores tumorais tem sido uma das
prioridades da Orxcologia. Para vérios tipos de tumores, a utilizagdo de marcadores ¢
freqizente, tanto no auxilic ao diagnostice por imagem, quanto na abordagem terapéutica.
Apoiado pelos achados das eras genbmica ¢ protebmica, o Herceptin® (trastuzumab)
constitui um dos rmnais efetivos exemplos nesse sentido. Esse quimicterdpico € empregado
quando ocorre ameplificagio ou hiper-expressdo do gene ERBB-2, detectadas atraves de
ensaios imuno-histoquimicos ou, preferencialmente, por FISH. Outro medicamento que
revolucionou o tratamento guimioterapico, s6 que desta vez nos casos de leucemia mieldide
cronica (LMC), é © imatinib ou STI-571, conhecido como Glivec®. Trata-se de uma droga
administrada por wia oral que inibe seletivamente o produto génico da translocacio entre s
cromossomos 9 € 22 e produz a proteina quimérica ber-abl, responsavel pela LMC.
Pacientes tratados com esta droga t€m apresentado remisses hematologica e citogenetica
completas, além de apresentarem efeitos toxicos adversos minimos. Gragas aos resultados
positivos no tratammento da LMC e devido a sua baixa toxicidade, o Glivec® tem sido
avaliado em outros tipos de tumores, come © tumor gastro-intestinal metastastatico que
apresenta mutagdes em genes que codificam outros receptores do tipo tirosina-quinase
(ROSS, 2004).

No céancer de ovario, pouco se acrescentou ao tratamento quimioterapico
convencional. N3¢ houve grandes modificages do tratamento na Gltima década, excegdo
feita a inclusio do paclitaxel nos regimes quimioterapicos para tumores refratarios ao
tratamento de primeira linha. Ainda assim, e apesar de sua eficacia, tratamentos
combinados de platina e paclitaxel nio sic amplamente disponibilizados nos servigos

piblicos de varias nagdes, incluindo o Brasil, em razdo de seu alto custo financeiro.

A despeito da combinagiio a outras drogas, a platina torna-se a base para ¢
tratamento quimioterapico dos cénceres de ovario. O entendimento dos fatores e genes que
desencadeiam o processo de resisténcia a esse agente torna-se de vital importéncia, ndo
apenas por ser esse O fratamento padronizado, mas também pela capacidade de deflagrar
frequentemente o fendmeno de quimio-resisténcia, encontrado nos carcinomas Ovarianos.

Na pratica, a grande maioria dos oncologistas ainda utiliza-se de recursos como a
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combinacio de drogas com diferentes alvos e o aumento da dose dos quimioterapicos, para

alcancarem resultzados satisfatonios (FRASER et al, 2003).

(Genes e proteinas que possam ser especificamente relacionados & resposta 2
quimioterapia a base de platina vém sendo propostos por diversos grupos. Entre eles,
anomalias nos genes ERBB-2, TP33, BAX, BCL-2, BRCA-I, RAS, MAFPK, GADDSA, no
microsatélite D65 81 e em proteinas como xist, mucl, ddh e, ainda, nas gsts (HUANG ef al.,
2002, MAKHIJA. ef al, 2002, SELVANAYAGAM ef al, 2004, TAKANO ef al., 2004,
CHEN ef al , 2005, HARTMANN et al., 2005). Entretanto, o carater definitivo € a maneira
como cada um deles contribui para o fenodtipo de quimio-resisténcia ainda precisa ser

melhor elucidado.

Na linha da citogenética molecular e resisténcia 2 platina, um grupo em especial
vem se destacarndo. Em um primeiro momento, o grupo propls possiveis regides
cromossdmicas que poderiam estar envolvidas no fendtipo de resisténcia a platina atraveés
de padroes de ganhos e perdas por CGH, em uma abordagem bastante semelhante a
realizada neste estudo. O grupo descreveu ganhos importantes em 1q21-g22, 6p, 6q21-g25,
7q, 13ql12-q14, 17q e perdas em 7q21-q36, 10ql2-q15, 15q, 17p, | 18q, 21q
(TAKANQO et al., 2001).

Recenntemente, o grupo publicou um segundo trabalho em que, baseado nos
achados do primeiro estudo, investigou sequéncias especificas de DNA localizadas em
1g21-g22 e 13q12-q14, por PCR “real-time”. Apontaram que uma seqiiéncia em especial
estaria amplificada em pacientes resistentes a platina. A regific, em 1q21-q22, abriga o gene
MUCI e estudos utilizando imuno-histoquimica comprovaram que a proteina mucl
encontrava-se super-expressa nessas pacientes resistentes. De acordo com nossa pesquisa
bibliografica, esse ¢ o Unico estudo que correlaciona positiva e estatisticamente um
marcador citogenético a um fendtipo de interesse. No caso, o fendtipo de resisténcia a
platina (TAKANO ef al, 2004). Em nosso projeto, a técnica de CGH permitiu-nos
confirmar a amplificagio observada anteriormente por esse grupe. Em nossa amosira,
observamos alteragdes no brago longo do cromossomo 1 em 10 das 24 pacientes analisadas.

Interessantemente, 88% dessas pacientes apresentaram resisténcia a platina.
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Da mesma forma, outra alteracio recorrente observada nas pacientes resistentes
a0 tratamento quirnoterapico foi o ganho da regido 179 e, por vezes, do cromossomo 17
inteiro, sugerindo fortemente a relago entre esse cromossomo e a manifestacdo do fendtipo
de resisténcia. Localizados nesse cromossomo, o 77353 e o ERBB-2 j4 foram citados em
trabalhos anteriores como possivelmente ligados a2 um prognéstico tuim no cincer de
ovério (NIELSEN ef al, 2004) e a delegio do gene BRCAL, detectada por FISH, foi
associada a baixa idade ao diagnéstico do tumor e, possivelmente, menor sobrevida
(KATO et al., 2004). A regifio 17q21-23 foi apontada, em 2001, pelo grupo de Watanabe e
colaboradores, corno possivelmente envolvida na tumorigénese do cancer de ovario. Além
da proximidade acs genes acima citados, essa regifio abrigaria os genes PS6K ¢ ZNFI147. O
gene PS6K, localizado em 17q23, codifica uma proteina-quinase que participa na regulagdo
do ciclo celular, especificamente na progressio de Gl para a fase S e também estaria
amplificado em cénceres de mama com amplificagiio em 17¢22-24. Na mesma regido,
encontra-se o gene ZNIFI147 que codifica a proteina efp (estrogen responsive finger
protein). Essa proteina pertence a uma familia de proteinas que funcionam como fatores de
transcricio, portanto mediadores e amplificadores da agdc do estrogeno. Esses dados,
contudo, ndo foram ainda confirmados em ensaios imuno-histoquimicos. Apesar disso, 0s
resultados obtidos em nosso estudo confirmam, i semelhanga do que foi postulado por
WATANABE er czl. (2001), gue o ganho em regides especificas do cromossomo 17, quer
representadas por pequenos segmentos, quer pela aquisi¢io de aneuploidia, tém importante

significado clinico nos canceres de mama e ovario (WATANABE er a/., 2001).

Além das amplificagdes nos cromossomos 1 e 17, outros cromossomos que
demonstraram freqiiéncia de ganhos em um numero significativo, mas nio na maioria dos
casos, foram os cromossomos 3 {6 casos) e 8 {6 casos), ambos no brago longo. Genes
importantes localizados nesses cromossomos ¢ com possivel efeito na tumorigénese e/ou
progressdo dos carcinomas ovarianos seriam o gene PIK3C4, em 3q26 e o C-MY( em 8q24
(SONODA ef al., 1997, SHAYESTEH ef al., 1999).

De uma forma oposta, a frequente amplificacdc em 20q13, observada em outros
trabathos, ndo foi observada por nosso grupo. Ao contrario, observamos amplificagdes em

20p e apenas um caso de aneuploidia total do cromossomo 20 (IWABUCHI ef al., 1995,
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WANG, 2002). A analise comparativa de perfis de CGH em tumores primarios € seus
respectivos sitios de recidiva demonstra que ganhos em 20q12ql13 aparecem somente nos
sitios de recidiva, sugerindo que esta anomalia deve estar associada 2 capacidade de
recorréncia do tamnor (HU et al | 2003}_ Ganhos nos cromossomos 19 ¢ 20 também estdo
associados a recorréncia de tumores da tirebdide (WADA ez al, 2002). O fato de termos
analisado apenas tumores primarios justificaria ndo termos encontrado ganho nessa regifio,
reforgando a2 hip&iese de que ganho em 20q seria um evento tardio da carcinogénese & ndo
relacionado 4 resisténcia a platina. Também nfo verificamos alteragBes na regido 7qil,
onde localiza-se o gene MDRI, sugerindo que, no cancer de ovéario, o fendtipo de
resisténcia ndo deve estar relacionado a i via da glicoproteina P, tanto em niveis pré como
pos transcricionais (OZALP ef al, 2002). Entretanto, em cultivo celuiar, pode-se
demonstrar que RNAs de interferéncia (siRNAs) reverteram o fendtipo de resisténcia,
inibindo a expressioc do gene MDR (ZHANG et al., 2005).

Comparando nossos resultados com os publicados anteriormente, podemos
perceber que além das relagbes entre o fenotipo de resisténcia e marcadores citogenéticos, €
tomando os resultados obtidos em estudos de caracterizacio ndo relacionados a um fenétipo
em especial, nossos resultados corroboram com aqueles apresentados por Watanabe e
colaboradores (2001), Kiechle e colaboradores (2001) e por Hu e colaboradores (2003), que
descreveram alteracdes em 1q, 3q e 8q. Apoiados por esses trés trabalhos e em nossos
achados, poderiarnos confirmar a importéncia do estudo mais aprofundado de genes em Iq
e 17q como potenciais biomarcadores para resisténcia 4 platina, especificamente,
expandindo © estudo para alem da regiio de 1q21-g22, proposta anteriormente
(TAKANO ef ai_, 2004), uma vez que observamos alteragtes em 1ql2 e em 1q como um
todo. Por outro lado, amplificacGes em 3q e 8q parecem estar envolvidas apenas na
tumorigénese e/ou progressdo do céncer de ovario, como verificado por outros autores, e

ndo ao fendtipo de resisténcia em si (BAYANI ef al., 2002; HU et al., 2003).

O nimero de pacientes investigadas neste trabalbo foi um fator limitante para a
analise estatistica. Os trabalhos puramente dedicados a caracterizacBes citogenéticas por

CGH n3o empregam analises estatisticas, a nfo ser aquela contida no software para analise
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das imagens, para a defini¢io das razdes de hibridizacio para ganhos e perdas, uma vez que

¢ uma técnica qualitativa e descritiva.

Por outro lado, a aplicabilidade clinica da técnica exige que resultados
qualitativos sejam testados em sua co-relacio a outros fatores como sobrevivéncia geral,
sobrevida livre da doenga, tipo histologico, grau de diferenciagao, idade, fatores hormonais,

resisténcia ou ndo ao tratamento quimicterapico, entre outros.

O nosso trabalho preocupou-se em ser descritivo, caracterizando pacientes deste
hospital universitario e que apresentaram resisiéncia a platina. Pacientes ndo resistentes
foram incluidas ma amostra. O pareamento ou equilibric enire o nmimero de pacientes
resistentes e nfo resistentes ndo nos foi possivel por condicdes restritas de orgamento, além
de limitacdo de material de qualidade para as hibridizagBes. O grupo de pacientes estudadas
era homogéneo, incluindo, apenas, pacientes portadoras de carcinomas do tipo seroso e
mucinoso que foram submetidas a0 mesmo esquema quimioterapico apds a cirurgia.
Basicamente, platina conjugada & ciclofosfamida e, em alguns casos, paclitaxel. Em
comum, a platina. A ciclofosfamida foi utilizada em todos os esquemas quimioterapicos,
enquanto o paclitaxel apenas em alguns. Acreditamos que o emprego ou ndo do paclitaxel
ndo deva ter alterado o fenotipo de resisténcia a platina, uma vez que os mecanismos de
resisténcia dessas duas drogas sio totalmente diferentes, sendo o alvo do paclitaxel as
moléculas de tubulina das fibras do fuso, na divisdo celular, enquanto o alvo da cisplatina ¢
basicamente o DINA (DUAN et /., 2005). Da mesma forma que a utilizagio do paclitaxel
nos esquemas quimioterapicos dessas pacientes ndo deve ter influenciado nos resuitados de
nossa amostra, a utilizacio da carboplatina ou da oxaliplatina no lugar da cisplatina ¢
indiferente, uma vez que o mecanismo de a¢do destas drogas € idéntico, sendo a Uinica
diferenca entre elas a composi¢io de suas formulas moleculares, o que ndo interferina em
sua capacidade de ligacio ao DNA (SIDDIK, 2003). O fenotipo de resisténcia a
ciclofosfamida € raro, niio havendo descrigdes na literatura sobre a sua utilizagdo isolada
enquanto agente quimioterapico. Apesar de também ser classificada como um agente
alquilante, cujo alvo principal é o DNA, como a platina, pacientes resistentes a platina ndo

apresentam resisténcia cruzada i ciclofosfamida e podem beneficiar-se de terapia de
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segunda linha & base de ciclofosfamida ou de seu anélogo, a ifosfamida (FULFATO ef o/,
2003; LISSONI e7 al., 2003).

O projeto passou por diversas modificagGes ao longo dos Gliimos 4 anos. Apos a
aprovacgio da verba de pesquisa na FAPESP, foram necessarios 27 meses para 2
padronizagio da técnica de CGH. Protocolos de marcacio direta utilizando Afs comerciais
das empresa Fysis e ObioGene, para marcagdo nio-enzimatica através do sistema ULS,
{Universal Linkage Systent) foram testados (ALERS ez af., 1999; VAN GILSWIK ez al.,

2001). Nesse altizno, a marcagio foi bem sucedida; a qualidade da hibridizacgo, ruim.

Em wuma terceira e final tentativa, decidimos pela utilizaco da marcacio
indireta, largamente utilizada por outros grupos (KALLIONIEMI ef al., 1992; LUK e al,
2001). A marcacHo indireta demonstrou boa qualidade de hibridizacdo em nosso trabalho, e
em trabalhos anteniores publicados. No entanto, € também conhecida pelo extenso e

laborioso protocolo {apéndice).

Todos esses problemas, com relagio a escolha do melhor protocolo para
marcaciio do DINA a ser utilizado nas hibridiza¢3es, fizeram com que empreendéssemos
muito tempo e, obviamente, recursos financeiros na padronizacio da técnica, em detrimento
da analise de um niamero maior de casos. Vale ressaltar, no entanto, que o nimero de 24
tumores analisados nfo estd aquém do nimero analisado por outros pesquisadores, em
protocolos semeihantes, havendo trabalhos consistentes publicados com apenas 3 casos
(ISRAELI ef a/., 2004), 8 casos (LUK ef al., 2001}, 20 casos (HU ef al., 2003), 22 casos
(MAKHIJA ef al., 2003) e 26 casos (SCHRAML ef al,, 2003).

De umna forma geral, avaliamos que a realizagdo deste projeto foi um grande
desafio e, por outro lado, uma conquista para o nosso grupe de pesquisa. As dificuldades
financeiras, ortundas da necessidade de novos reagentes para a padronizagdo da marcagio
do DNA, impediram a analise de uma amostra maior e pareada. Por outro lado, € o primeiro
estudo de um grupo brasileiro, avaliando uma amostra brasileira, desenvolvendo essa
técnica em carcinomas de ovario, nfo apenas procurando caracterizar anomalias
citogenéticas oriundas do carcinoma de ovario mas, sim, procurando indicar tendéncias

e/ou relacdes dessas a um fendtipo de interesse.

Discusséo Geral

&6



A contribui¢io deste estudo esta na confirmacio da amplificagio de 1ge 17q ¢
sua possivel ligac@io ao fendtipo de resisténcia. Adicionalmente, foram lancadas bases para
estudos futuros, utilizando aCGH na confirmacio das sequéncias e FISH para a validagao

destas, em um grande nimero de pacientes o que, a propOsito, € 2 inten¢io do grupo.

Nz continuagio deste projeto, o objetivo serd analisar a amplificacdo dessas
regides em um grupo ainda mais homogéneo de pacientes, cujos critérios de inclusfo
sejam: carcinoma ovariano do tipo histolGgico serose, estadiamento cinirgico macroscopico
FIGO 111, com niveis de CA125 elevados no pré-operatorio e que tenham sido submetidas &
cirurgia cito-redutora. O acompanhamento das pacientes e a avaliagiio do fendtipo de
resisténcia 4 quimioterapia 4 base de platina seria realizado pelas dosagens de CA125 ¢
acompanhamento dos sintomas clinicos. Assim comeo foi realizado no presente estudo, a
verificacdo da ocorréncia do fendtipo de resisténcia a platina nas pacientes sena pela
avaliaciio clinica classificando pacientes resistentes como as que apresentaram qualquer
tipo de atividade tumoral, em até 6 meses, avaliada por aumento nos niveis de CA125,
presenca de ascite e outros sintomas clinicos, como o critério proposto por Blackledge
(BLACKLEDGE et al., 1989).

A técnica de CGH tem proposto, ao longo dos anos, varios alvos ¢ as bases para
os estudos de microgendmica atuais ndo sé no cincer de ovario, mas em praticamente todos
os outros tipos de cénceres. Estudos posteriores complementares ao nosso, com a analise
mais aprofundada dos marcadores propostos e sua validagio em um grande nimero de
pacientes, poderfio coniribuir para que, no futuro, com certeza, tenhamos eficientes
marcadores prognosticos e de resposta ao tratamento, transformando; definitivamente, o

panorama anacronico atual do tratamento do cincer de ovario.
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I

As amplificagbes de regiSes cromossémicas predominaram sobre as
delecBes sugerindo que, no cincer de ovario, a via de ativacio
oncogénica — em contrapartida da via supressora — atua fortemente nos
proeessos de progressio da doenca. Os padrfes mais fregientes observados

foram amplificaches nas regides 1q, 3g, 8ge 17q.

2. Amplificagdes em 1qg e 17q foram as mais freqientes nas pacientes

~

2.

resistentes & platina. As pacientes que apresentaram 0s malores nimeros de
alteracbes, detectadas pela CGH, eram refratarias ao tratamento

quimioterdpico e demonstraram um prognostico reservado.

Amplificagbes em 1g21-g22 e 17qg12-q22 foram eventos freqiientes em
nossa amostra € nos trabalhos publicados anteriormente, sugerindo que
amplificaciio em genes localizados nessas regides podem atuar, isolada ou

sinergisticamente, para © aparecimentc e manutencio do fendtipo de

resisténcia 4 platina.
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10.

1L

12.

PROTOCOLOS

. EXTRACAO DE DNA DE TECIDO TUMORAL

Selecionar urm pedago pequeno do tumor, aproximadamente 0,5cm® armazenado no

freezer (-70°C) ou nitrogénio ¢ coloca-lo sobre uma placa de petri estéril sobre gelo.

Com o auxilio de uma agulha hipodérmica e um bisturi {ambos estéreis), cortar o

material em pedagos menores.

Lavar a placa de petri com o tampdo de digestdo e transferir o material para um tubo

falcon. Completar o volume com o tampéo de acordo com a quantidade de material (5 a
10 mi).

Incubar a 37 € por 12 — 18 horas no shaker (baixa rotagio).

Adicionar igual volume de TE e depois, igual volume de fenol:cloroformio. Misturar

por inversdo durante 5 minutos. Centrifugar a 2500 rpm por 15 minutos.
Repetir a etapa de fenol:cloroférmio e centrifugacéo.

Repetir a extragio com fase polar separada até que nfo se observe mais residuos

protéicos entre as duas fases (geralmente duas repetigOes bastam).

Transferir 2 fase polar para um novo tubo e adicionar 1/10 volume de acetato de sddio
3M e 2 volumes de etanol 100% gelado {o volume sempre em relacfo ao original). O

DNA deve precipitar imediatamente.
Agitar lentamente, fazendo movimentos circulares para condensar o material.

Transferir todo o material para um tubo apropriado para centrifugacdo mais rapida.
Centrifugar a 5.000-7.000 rpm por 10 minutos (alternativamente, utilizar uma haste
para “pescar’ o DNA).

Lavar com etanol 70% para retirar o excesso de sais e fenol, gotejando algumas

goticulas sobre o DNA enrolado na haste.

Drascartar 0 sobrenadante e deixar o DNA secar naturalmente.
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13. Ressuspender o DNA em &agua milli-Q. Caso ndo se dissolva totalmente, colocar o

material em banho-maria (65 C) por algumas horas.

14. Estocara 4 C

Tampéio de Digestao para tumores (TK)
100 mM NaCl

10 mM Tris HCI ph 8,0

25 mM EDTA pH. 8,0

0,5% SDS

0,1 mg/mi Proteirase K

Usar 1,2 ml do tarmpio para cada 100 mg de tecido.
Para 1g. de tumor: 12 ml de tampdo (volume final)
0,24 ml (240ul) ™NaCl 5M

0,06 ml ( 60uly Tris-HCI pH 8,0 2M

0,6ml (600uly EDTA O05M

03 ml (300ul) SDS20%

0.6 ml (600ul) Proteinase K 2mg/ml

10,2 ml Agua—q.s.p. 12 ml = volume final

Para cada 1,2 mi de tampédo — 60 ul proteinase K 2 mg/ml

6 wl proteinase K 20 mg/mi
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2. MARCACAO DIRETA DO DNA PARA CGH

KIT “Nucleic Ascid Labelling Systems” {Qbiogene), utilizado comc imstruide pelo

fabricante. Resurxidamente:

1. Adicionar 1U {2ul) do marcador ULS {tubo 1) a 1 ug de 4cido nucléico

2. Ajustar o voluame com solugio de marcagio (tubo 5) para 20 ul e homogeneizar

3. Incubar por 15 minutos a 65°C

4. Centrifugar para coletar o condensado

5 Punficar a somda utilizando ¢ kit GENCLEAN Turbo

3. MARCACAO INDIRETA DO DNA PARA CGH

10X biotina ANT#s

REAGENTES

100 mg/ml BSA

1 M b-mercaptoetanol

1 M Tns

1 M MgCl

0,4 mM biotin 14 dATP
10 mM dATP

10 mM dCTP

10 mM dGTP

10 mM dTTP

H20 (MilliQ autoclavada)

Total do volume

20 X digoxigenitza dNTPs

REAGENTES
Volume
(u) 10 mM dATP
1 10 mM dGTP
10 10 mM dCTP
30 10 mM dTTP
5 10 mM dig-11-dUTP
25 120
1
2 Total do Volume
2
2
2
100

Volume
(uh)

7.7

7.7

7.7

5

25

239

77
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Tampio de Incubacio — 10 X Digoxigenina

1M Tas{(pH 7,53 5 ml

1 M MgCl 0,6 ml
1 M b-mercaptoetanocl I mi
100 mg/ml BSA 1ol
H20 3,5 mi
Total do Volume

1. Colocar todos os reagentes no gelo
2. Fazer os calcuilos para marcar 2 ug de DNA (usar as concentragdes iniciais)

3. Marcagdo com biotina (tumor)

Reagente Volume
(1D

2 ug DNA

10X biotina dNTPs 10

DNA polymerase: 1 2

H20

Dnase I {(diluigio 2)

100

Apéndices
87



Dilui¢io da Dnase ]
I3 1 ul Dnase I solugfo estoque
99 ul tampgo de dilmgio

(1/100)

yiuldeld
99 i tampo de diluicio

(1/10.000)

Usar entre 5 — 10 pl da segunda diluigio

4. Marcagdo com digoxigenina (normal}

REAGENTE Volume (ul}
2 pg DNA

10X dig incubation buffer 10

20X dig ANTPs 5

DNA polymerase 1 2

H20 {completar)

Dnase I (dilui¢do 2)

100
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Dnase I (Boehringer — Mannheim 104159)

0,5 mg/ml solu¢cio estoque
50% glicerol

50 mM TrispH 7.8

5 mM MgCl

1 mM B-mercaptoetanol
100 pg/ml BSA

0,1 mM PMSF {opcional)

Dnase I {dilution buffer)

50 mM Tris pH 7.8

5 mM MgCl

I mM b-mercaptoetanol

100 pg/mi BSA

DNA polimerase I (Boehringer — Mannheim 642720)

50U/l

5. Colocar a reagio para incubar 16°.C por 1:30 h

6. Durante o termpo de marcacio preparar um gel de agarose 1% corado com brometo de

etideo

Apéndices
89



7. WNo final da marcacio, colocar as amostras no gelo

3.

Correr ¢ gel com

10 i DNA + 2 pl (6X loading buffer)

10 yl standard (de cada um 12,5 ng/ul, 25 ng/ul, 50 ng/ul}

10 pl A Hind I marker + 2 ui (6 X LB)

S.

10.

1L

12.

14.

Tirar uma foto do gel

Os fragmentos devem variar entre 5.000 pb e 2 kb. A concentracio do DNA deve estar

entre 200 ¢ 300 ng (se a concentracio mnicial estiver correta)

Se o tamanho do DNA. for adequado, parar a reaciio colocando 10 pl 300 mM EDTA.
Se o tamanho da marcagdo for muito pequeno, retornar ¢ DNA no banho 16°.C

adicionando mais Dnase I e DNA polimerase pelo tempo necessario.

Repetir o gel.

. Tentar parear o DNA do tumor com o DNA normal de acordo com ¢ tamanho e

concentragao. Se a concentragio for dificil de determinar um segunde gel deve ser feito

mudando a dilui¢Zo (ex. se usou 10 pl para o 1°. gel, usar 7,5, 3 e 2 pl)

Se o DNA marcado so for ser usado no dia seguinte, um novo get deve ser feito antes

da utilizacio.

4. PROTOCOLO PARA HIBRIDIZACAQO

Apos o procedimento de marcagio, quantidades iguais de DNA tumoral e DNA normal
s#o precipitados na presenca de DNA humano Cot-1.

Ressuspender a sonda em solucdo de hibridizacdo (50% formamida/2XSSC/dextran

sulfato) e desnaturar.
Deixar a sonda reanelar por 1 hora a 37°C

Desidratar as ldminas com as metafases alvo, digerir em proteinase K e desnaturar.
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PRECIPITACAO
15.0 ul (10ng/ul} de DNA tumoral
15.0 ul (10ng/ul) de DNA normal

10.0 ul DNA Cot-1 (lug/ul)

Colocar a —70°C por 20 minutos ou —20 overnight

Centrifugar a 14.000 rpm por 20 minutos

Remover etanol e lavar em 70% etanol

Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos, remover o etanol e deixar secar o pellet
Ressuspender em 30 ul de Scluggo de Hibnidizacgdo

Desnaturar a sonda, por temperatura, por 10 minutos a 75 °C

Deixar a 37 °C por uma hora para reanelamento

PRE TRATAMENTO DAS LAMINAS COM METAFASES

Desidratar as ldminas em série de etanol {70, 90 e 100%, 5 minutos cada)

Deixar secar

Desnaturar em 70% Formamtda/2XSSC por 3 minutos a 75 °C

Colocar as ldminas imediatamente em alcool 70% a continuar a desidratar. Deixar secar.
Adicione proteinase K ao tampdo em uma concentraggo final de 0.1 ug/ml

Digerir as 1dminas por 8 minutos a temperatura ambiente

Repetir a desidrata¢do e deixar secar

Apéndices

91



HIBRIDIZACAO
Adicionar 30ul da sonda pré-hibridizada as laminas e selar com cimento de borracha

Colocar em cimera iimida a 37 °C-por 3 dias

LAVAGEM POS HIBRIDIZACAO

Ap6s 72 horas, lavar o DNA nfo hibridizado da lamina

Lavar em formamida 50%/2XSSC por 5 minutos, por 3 vezes, 2 45 °C
Lavar em 2XSSC por 5 minutos, por 3 vezes, 245 °C

Bloguear com 35 ul de solugfo de bloqueio a 37 °C por 30 minutos
Detectar com FITC/Avidina + Rhodamina Anti-DIG a 37 °C por 30 minutos
Lavar em 4X SS8C/0,1% Tween 20 por 5 minutos, por 3 vezes

Contracorar em DAPI/ Antifade

5. LEITURA DAS LAMINAS

Apo6s a hibridizagdo, as laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia
equipados com softwares de captura e analise para CGH: Cytovision (DSS Imagetech) ou
CGH-View (Applied Spectral Imaging). Foram analisadas de 7 a 11 metafases por caso,
para o cilculo da razio média para perdas e ganhos para as regifes cromossmicas, por
cromossomo, em cada caso. Foi considerada amplificagdo quando a razio excedeu o limite

de 1.2 e deleciic quando a razio foi menor que o limite de 0.8. Amplifica¢fio foram

observadas se a razfio ultrapassou 1.5.

Para cada metafase foram adquiridas imagens com os filtros em comprimento de onda para
DAPL FITC (verde) e Rhodamina (vermelho) e as imagens foram sobrepostas, pelo
software.
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