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sis) oncogene homolog)

Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide
Paired-like homeobox 2b

Pim-3 oncogene

Phospholipase A2, group XVI

Pleiomorphic adenoma gene 1

Proline-rich nuclear receptor coactivator

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma

Protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, alpha

Proteasome 26S subunit, ATPase, 6 pseudogene 1

Pituitary tumor-transforming 1

Pituitary tumor-transforming 3

Pyrin and HIN domain family, member 1

RABI13, member RAS oncogene family

RAB2A, member RAS oncogene family

RAPIB, member of RAS oncogene family

RAS and EF-hand domain containing

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 3

Relaxin 1

Roundabout, axon guidance receptor, homolog 1 (Drosophila)
Runt-related transcription factor 1; translocated to, 1 (cyclin D-related)
Smad anchor for receptor activation; Zinc finger, FYVE domain containing
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Septin 1

SH3-domain kinase binding protein 1

S-phase kinase-associated protein 2 (p45)

Solute carrier family 16, member I (monocarboxylic acid transporter 1)
SMAD family member 4

SWI/SNF-related, matrix-associated actin-dependent regulator of
chromatin, subfamily a, containing DEAD/H box 1

Small nucleolar RNA, C/D box 50A

Septin 14

Suppressor of defective silencing 3 homolog (S. cerevisiae)
Tumor-associated calcium signal transducer 2

Transducin (beta)-like 2

Transcription elongation factor A (SIl), 1

Transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box)

Telomeric repeat binding factor (NIMA-interacting) 1

viii



TERT
TGF
TGFBI
(TGF-beta)
TGFBRI
TGFBR?2
TIMP3
TNFSF13
TNK?2
TP53
TP73L
(TP63)
TPD52
TPR
TRIO
TRKT3 (TFG)
TSG101
TSP2
(THBS2)
TSPAN7
TUSCI1
TWIST1
VEGFA
VEGFA
VHL
WFDC1
WIF]
WNT1I
WWOX
YB-1
(YBX1)
ZNF10
(KOX1)

Proteinas
p63
BCL2
BCLXL
CENP-E
TRAIL

Telomerase reverse transcriptase
Transforming growth factor
Transforming growth factor, beta 1

Transforming growth factor, beta receptor 1
Transforming growth factor, beta receptor 2

TIMP metallopeptidase inhibitor 3

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13
Tyrosine kinase, non-receptor, 2

Tumor protein p53

Tumor protein p73-like; tumor protein p63

Tumor protein D52

Translocated promoter region (to activated MET oncogene)
Triple functional domain (PTPRF interacting)

TRKT3 oncogene; TRK-fused gene

Tumor susceptibility gene 101

Thrombospondin 2

Tetraspanin 7

Tumor suppressor candidate 1

Twist homolog 1 (Drosophila)
Vascular endothelial growth factor A
Vascular endothelial growth factor C
Von Hippel-Lindau tumor suppressor
WAP four-disulfide core domain 1
WNT inhibitory factor 1

Wingless-type MMTYV integration site family, member 1
WW domain containing oxidoreductase
Y box binding protein 1

Zinc finger protein 10

Tumor protein p63

B-cell CLL/lymphoma 2

BCL2-like 1

Centromere protein E

TNF-related apoptosis inducing ligand-like
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Resumo

Os tumores de glandulas salivares (TGS) s@o lesdes raras que apresentam heterogeneidade
morfoldgica e sobreposicdo histoldgica entre os varios subtipos de tumores. Neste estudo foi
utilizada a técnica de hibridacdo gendmica comparativa de alta resolu¢io (HR-CGH) em 64
amostras de TGS, incluindo: 27 adenomas pleomorficos (AP); 11 tumores de Warthin (TW);
seis carcinomas ex-adenomas pleomorficos (CXAP); seis carcinomas adendides cisticos
(CAC); quatro carcinomas mucoepiderméides (CME); trés carcinomas ductais salivares
(CDS); trés adenocarcinomas (ACAR); dois oncocitomas (ON) e dois carcinomas epiteliais-
mioepiteliais (CEM). Destas, 47 amostras eram provenientes de tecidos fixados em formalina
e em blocos de parafina (FFEP) e 17 de tecidos a fresco. Apds a microdissec¢cdo, o DNA
genOmico foi amplificado e marcado por técnica baseada na PCR (SCOMP) e por nick
translation, respectivamente. Os cromossomos foram cariotipados usando a imagem DAPI
invertido e a intensidade do sinal de hibrida¢do foi determinada ao longo de cada
cromossomo. Uma biblioteca com amostras de DNA normais foi construida para selecionar os
limites superiores e inferiores para perdas e ganhos cromossdmicos. Em todos os casos, as
perdas gendmicas foram observadas mais freqiientemente do que os ganhos. Na andlise
comparativa das regides minimas comuns detectadas pela HR-CGH envolvendo todos os tipos
tumorais, foram observadas alteragdes gendmicas comuns aos diversos tipos, como também
exclusivas para os diferentes tipos histologicos. As regides gendmicas consistentemente
alteradas nos dois subgrupos tumorais com maior nimero amostral (adenomas pleomoérficos e
tumores de Warthin) foram investigadas em bancos de dados para a sele¢cdo de genes
candidatos que pudessem estar relacionados com a etiologia destes tumores. Os genes NEDD9
(6p24-p25), PPARG (3p25) e c-MYC (8q24.21) foram selecionados para a avaliacdo da
expressdo génica quantitativa em tempo real (QRT-PCR) em amostras de adenomas
pleomorficos. Foi observado aumento do transcrito NEDD9 em 17/37 casos de AP analisados;
diminuicdo da expressdo de PPARG em 11/36 casos e aumento de expressdo do transcrito c-
MYC em 24/28 casos; estes dados estavam em concordancia com os achados da HR-CGH. Os
niveis de expressdo entre casos e controles foram significativamente diferentes para os genes
NEDD?9 (P< 0,0001); PPARG (P< 0,0001) e c-MYC (P= 0,0025), sugerindo o envolvimento
destes genes no desenvolvimento dos adenomas pleomorficos. Os genes CDHI (16g22.1) e
HRK (12q24.22) foram selecionados para a andlise da expressdo protéica em amostras de
tumores de Warthin. Na anélise da proteina CDH1 nas células tumorais, 100% das amostras
apresentaram marcagdo positiva de membrana e também tiveram mais de 1/3 da drea
marcada, ndo havendo concordancia com os achados da HR-CGH. Na anélise para a proteina
HRK, 30% das amostras apresentaram auséncia de marcacido citoplasmdtica tanto em
intensidade quanto extensdo, em concordancia com os achados da HR-CGH. Estes resultados
sugerem o envolvimento do gene HRK no desenvolvimento dos tumores de Warthin. Os
dados do presente estudo revelaram alteracdes gendmicas consistentes entre os tumores de
glandulas salivares evidenciando marcadores moleculares como o aumento de expressdo do
oncogene ¢-MYC em adenomas pleomorficos e perda da expressdo da proteina HRK em
tumores de Warthin.

Palavras-chave: Tumores de glandulas salivares; Anormalidades cromossomicas; CGH;
Marcadores moleculares.
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Abstract

Salivary gland tumors (SGT) are uncommon lesions showing morphologic heterogeneity and
histologic overlap among various tumoral subtypes. In the present study, high resolution-
comparative genomic hybridization (HR-CGH) method was performed in 64 SGT samples,
including 27 pleomorphic adenomas (PA), 11 Warthin’s tumors (WT), six carcinoma ex
pleomorphic adenoma (CXPA), six cystic adenocarcinomas (CAC), four mucoepidermoid
carcinomas (MEC), three salivary ductal carcinomas (SDC), three adenocarcinomas (ACAR),
two oncocitomas (ON), and two epithelium-myoepithelium carcinomas (EMC). Among these
samples, 47 were formalin-fixed and paraffin embedded tissues and 17 were fresh tissues.
After laser capture microdissection (LCM), the DNA samples were amplified and labeled by
PCR-based methods (SCOMP) and nick translation reaction, respectively. Chromosomes
were karyotyped based on their inverted DAPI image and the relative hybridization signal
intensity was determined along each chromosome. A library with differentially labeled
normal samples was built to select the superior and inferior limits for chromosomal gains and
losses. Genomic losses were more frequently observed than gains. The comparison among all
tumor samples showed common chromosomal imbalances and also exclusive genomic
alterations related to the different histological tumor types. Non-random genomic regions
involved in pleomorphic adenomas and Warthin’s tumors were investigated in databases in
order to select candidate genes that could be related to the etiology of these tumors. The
NEDDY (6p24-p25), PPARG (3p25) and c-MYC (8q24.21) genes were selected and the gene
transcript levels were evaluated by quantitative real time PCR (qQRT-PCR) in PA samples. In
accordance to the HR-CGH results, it was observed high transcript levels of NEDD9 in 17 out
of 37 PA; low levels of PPARG was detected in 11 out of 36 samples; and high levels of c-
MYC in 24 out of 28 cases. Statistically significant differences were observed between case
and control samples for NEDD9 (P< 0.0001); PPARG (P< 0.0001) e ¢-MYC (P= 0.0025)
transcript levels. These results suggest that these genes are involved in the AP etiology. The
protein expression of the CDHI (16q22.1) and HRK (12q24.22) genes were evaluated in WT.
All tumor samples showed positive membrane staining for E-cadherin expression encoded by
CDHI gene in at least 1/3 of tumoral areas, demonstrating no accordance to the HR-CGH
data. In contrast, the protein analysis of HRK gene corroborates the HR-CGH findings since
30% of samples presented absence of cytoplasmic immunostaining. These results suggest that
HRK gene is involved in WT development. In conclusion, the present study revealed
consistent genomic imbalances in salivary gland tumors and putative molecular markers were
described, such as c-MYC oncogene, that was up-expressed in PA, and HRK gene, whose
protein expression was lost in WT samples.

Chain-Words: Salivary gland tumors; Chromosomal imbalances; CGH; Molecular markers
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Introducao

Os tumores de glandulas salivares (TSG) sdo lesdes raras e representam de 2 a 6,5%
de todas as neoplasias da cabeca e pescoco. Estes tumores compdem um grupo com uma
variedade de comportamentos biolégicos e subtipos histologicos heterogéneos. Cerca de 90%
destes tumores tem origem epitelial (Eveson e Calson, 1985). As neoplasias benignas s@o as
mais comuns e ocorrem aproximadamente em 80% dos casos (Ito et al., 2005). A relacdo
entre homens e mulheres é de 1:1, observando-se, no entanto, variagdes importantes em
relacdo aos diferentes tipos histologicos. A idade média de aparecimento € de 45 anos, com
pico entre a quinta e sexta décadas (Vargas et al., 2002). Clinicamente, os TGS se apresentam
como tumores nodulares, de evolucdo lenta e assintomatica, delimitados, e que se ulceram
somente quando atingem grande volume (Ellis e Auclair, 1996).

Os tumores de glandulas salivares compreendem as glandulas salivares maiores e
menores. A grande maioria estd localizada nas parétidas, correspondendo a aproximadamente
70% dos casos. Cinco a 10% sdo tumores localizados nas glandulas submandibulares, 1%
ocorre nas sublinguais, 5 a 15% nas glandulas salivares menores e 5% acometem outros locais
(Gates, 1982; Eveson e Cawson, 1985; Spiro, 1986; Ito et al., 2005). Quanto a incidéncia das
neoplasias malignas por sitio anatdmico, as glindulas sublinguais apresentam as maiores
freqiiéncias (80-90% dos casos). Nas glandulas menores esta porcentagem é de 40-85%, nas
glandulas sublinguais 35-55% e nas parédtidas 15-25% dos casos (Ellis e Auclair, 1996;
Eveson e Cawson, 1985; Spiro, 1986; Satko et al., 2000; Ito et al., 2005).

O adenoma pleomoérfico (AP) é a neoplasia de glandula salivar mais freqiiente e o
tumor benigno com maiores chances de sofrer transformagdo maligna entre os TGS (Waldron,
1991). E mais freqiiente no sexo feminino, acometendo mulheres entre 30 e 50 anos de idade
(Chidzonga et al. 1995; Bradley, 2005). Este tumor envolve as gldndulas salivares maiores e
menores, acometendo em torno de 60 a 70% de todas as neoplasias da parétida, 40 a 60% de
tumores na glandula submandibular, 40 a 70% de tumores em glandulas salivares menores. A
glandula sublingual € raramente afetada por esta neoplasia (Eveson e Cawson, 1985; Spiro,
1986; Chidzonga et al., 1995). Os AP sdo caracterizados macroscopicamente por uma capsula
fibrosa bem definida. Microscopicamente, apresentam uma cdpsula incompleta de aparéncia
polimérfica e com vdrias estruturas celulares. Histologicamente, esta neoplasia apresenta
componentes epiteliais e estromais. O estroma neopldsico pode apresentar dreas fibrosas,

hialinas, mixdides e cartilaginosas; sendo as células mioepiteliais responséveis pela producdo
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destas matrizes extracelulares (Dardick et al., 1982; Palmer, 1985; Ponce-Bravo et al., 2007).
Schreibstein et al. (1995) relataram a ocorréncia de metastase muitos anos apds multiplas
recorréncias no sitio primério da lesdo, sendo o quadro histoldgico, na maioria das vezes,
idéntico ao das lesdes primdrias. O adenoma pleomoérfico metastizante (APM) € distinto do
verdadeiro adenocarcinoma e também do carcinoma ex-adenoma pleomoérfico pela
manutengdo da aparé€ncia histolégica benigna e por recorrerem no local da excisdo incompleta
do tumor ou por derramamento da matriz tumoral, quando ocorre ruptura da cdpsula (Bradley,
2005). Ayoub et al. (2002) sugeriram que a auséncia de capsula aliada ao cresto infiltrativo da
lesdo possibilita a invasdo de tecidos normais da glandula salivar. Além disso, o adenoma
pleomérfico € uma das poucas neoplasias benignas que pode evoluir para transformacao
maligna, sendo o risco aumentado com o tempo de duracdo do tumor e com a idade do
paciente (Waldron, 1991; Schreibstein et al.,1995), originando mais comumente o carcinoma
epiderméide, mucoepidermdide e o ductal salivar (Nagao et al., 1981).

Os oncocitomas (ON) s@o um grupo raro de tumores que afetam principalmente a
glandula parétida (80%), algumas vezes a glandula submandibular (9%) e raramente as
glandulas salivares menores intra-orais. A incidéncia desta les@o representa aproximadamente
1% das neoplasias da pardtida e € muito rara a apresentacdo bilateral (Stomeo et al., 2006).
Macroscopicamente, os ON apresentam-se como uma massa avermelhada, firme e ndo cistica.
Histologicamente sdo compostos por células eosinofilicas granulares, amarronzadas e
arredondadas, com pequenos nicleos denteados. Embora rara, € relatada degeneragdo maligna
(Oh e Eisele, 2006). Os ON ocorrem mais freqiientemente em idosos (55 a 70 anos ao
diagnoéstico), com igual acometimento em ambos os sexos. Sua diferenciag@o histoldgica se
faz pelo alto nimero de mitocondrias, podendo ser confundido com outros tipos de TGS.
Apesar de benignos, podem apresentar um potencial destrutivo, devendo ser tratado
cirurgicamente (Ximenes-Filho et al., 2002).

O tumor de Warthin (TW) é o segundo tipo mais freqiiente das neoplasias benignas
da cabega e pescoco que ocorre exclusivamente na glandula parétida ou nos linfonodos
cervicais superiores. Os TW compreendem 4 a 11,2% de todos os tumores de glandulas
salivares (Kotwall, 1992; Pinkston e Cole, 1996). Estas lesdes podem ser multifocais ou
bilaterais (Aguirre et al., 1998). H4 relatos esporddicos de se apresentarem em regido
extraparotideas e de ocorrer transformacido maligna (Onder et al., 1990). Os TW sdo mais
comuns em usudrios de tabaco e acometem predominantemente o sexo masculino, sendo
raramente relatado em negréides (Ximenes-Filho et al., 2002; Cardoso et al., 2008).

Macroscopicamente, os tumores de Warthin sdo capsulados e apresentam espacos cisticos,
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preenchidos por um liquido viscoso de cor acastanhada (Castro et al., 2004).
Histologicamente, sdo compostos por um componente epitelial que pode apresentar
vilosidades papilares, cistos glandulares e/ou um padrio de desenvolvimento sélido. O
epitélio contém um estroma linféide composto por vérios centros germinativos. Estudos
baseados em amostras relativas destes dois componentes t€m relatado subtipos histoldgicos
associados ao desenvolvimento ou evolugdo desta lesdo (Seifert et al., 1980; Rueo et al.,
1987; Zarka, 2007). Ha ainda vérios questionamentos quanto a etiologia dos TW. Nao se
sabe, até o presente, se eles representam verdadeiros neoplasmas que surgem como
proliferacdes clonais ou se representam malformagdes de desenvolvimento com uma origem
nao-neopldsica (Sobrinho-Simdes e Maximo, 2006). Embora vdrios estudos moleculares
tenham sido realizados até o presente, os resultados apresentados s@o conflitantes.

Entre as neoplasias malignas das glandulas salivares parece haver diferencas na
incidéncia dependendo da populacdo estudada. Nas séries avaliadas nos continentes
americano e africano, o carcinoma mucoepidermdide foi o mais incidente, enquanto nas
revisdes realizadas no continente europeu, o carcinoma adendide cistico se alternou com o
carcinoma mucoepiderméide (Luukaa et al., 2005; Otho et al., 2005). Quando somente os
TGS originados de glandulas salivares menores sdo estudados, o carcinoma mucoepidermdide
apresenta-se como a lesdo maligna mais comum e o palato como o principal sitio anatdmico
acometido (Loyola et al., 1995; Toida et al., 2005).

A baixa incidéncia dos diversos tipos de tumores malignos em glandulas salivares
torna dificil estabelecer seu valor prognéstico. Entretanto, alguns fatores como tipo
histolégico, grau de diferenciacio do tumor e local de origem podem influenciar
significativamente o prognéstico (Spiro et al., 1973; Evans, 1984). Todavia, o estadio clinico
¢ ainda considerado o fator mais importante (Spiro et al., 1978; Spiro et al., 1979; O’ Brien et
al., 1986).

Os tumores malignos mistos sdo classificados em trés subtipos: (1) carcinoma ex-
adenoma pleomorfico (CXAP), (2) tumores malignos mistos verdadeiros (carcinosarcomas), e
(3) tumores mistos metastizantes. Os CXAP acometem a maioria destas neoplasias, enquanto
tumores mistos malignos verdadeiros e tumores mistos metastizantes sdo extremamente raros
(Lewis et al., 2001).

O carcinoma ex-adenoma pleomérfico acomete 3 a 5% de todos os TGS e 5 a 15%
das neoplasias malignas destas glandulas. E uma neoplasia epitelial maligna que cresce no
adenoma pleomorfico ou a partir dele (El-Naggar et al., 2000). Esta lesdo freqiientemente

apresenta metdstases a distdncia e leva a morte do paciente dependendo do grau de
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invasividade do tumor (Lewis et al., 2001). A incidéncia de transformacdo maligna aumenta
com a duracdo do tumor, sendo de aproximadamente 2% para os tumores presentes ha menos
de cinco anos e de quase 10% para aqueles com mais de 15 anos de histéria da doenga
(Cotran et al., 2000). Estes tumores ndo t€m predilecdo distintiva de sexo e sdo mais
freqiientes na quinta e sexta década da vida (Olsen e Lewis, 2001). Devido a presenga
concomitante de componentes benignos e malignos, os CXAP representam um modelo tinico
para a investigacdo de eventos genéticos relacionados & transformacg@o maligna dos tumores
de glandulas salivares (El-Naggar et al., 2000).A maioria dos CXAP ¢é pobremente
diferenciada dos adenocarcinomas, apresentando um curso clinico agressivo e pior
prognostico. Os CXAP sdo subclassificados em CXAP intracapsular, que € restrito a drea do
AP pré-existente; e CXAP extracapsular, que infiltra através dos confinamentos do AP. A
distincdo é de grande importincia clinica porque o progndstico dos CXAP intracapsular é
favoravel (Ihrler et al., 2007). Somente 18 casos de CXAP ndo-invasivos (intracapsular)
foram relatados em literatura (Kunimura, 2007). Devido a raridade destes tumores, o
conhecimento de marcadores para deteccdo clinica sdo poucos e inconclusivos (Gneep, 1993;
El-Naggar et al., 1998).

O carcinoma mucoepiderméide (CME) é considerado o tumor epitelial maligno mais
comum das glandulas salivares menores e maiores e representa um terco de todos os tumores
de glandulas salivares malignos (Regezi et al., 1985; Ellis e Auclair, 1996). Este tumor se
apresenta principalmente em mulheres na quinta década da vida; e é também a neoplasia de
glandula salivar maligna mais freqiiente em jovens (Healey et al., 1970). A macroscopia,
apresenta-se como massa bem circunscrita, parcialmente encapsulada (Oh e Eisele, 2006).
Histologicamente € composto por dois tipos de células, as mucosas e as epiderméides. A
partir desta diferencia¢do podem ser divididos em baixo, intermedidrio e alto grau baseado na
predominancia de um ou outro tipo celular (Johns, 2007). O grau tumoral é um dos mais
importantes fatores progndsticos em cinco anos: 92-100% nos de baixo grau, 62-92% nos de
grau intermedidrio e de 0-43% nos de alto grau (Rahbar et al.,, 2006). O comportamento
biolégico do CME ¢ muito variado, conseqiientemente, intimeras classificagdes histoldgicas
foram propostas na tentativa de caracterizar as variantes desse tipo de carcinoma (Batsakis e
Luna, 1990). A maioria dos pacientes apresenta metdstases regionais e recorréncia e/ou
metastases a distancia (Auclair et al., 1992).

O carcinoma adendide cistico (CAC) representa aproximadamente 20% dos tumores
malignos de glandula salivar, sendo o tumor maligno mais freqiiente da glandula

submandibular (Camilleri et al., 1998). Este tumor se apresenta tipicamente na regido da
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cabeca e pescoco como uma massa assintomdtica e de crescimento lento. Uma pequena
porcentagem dos pacientes apresenta dor e paralisia do nervo facial (Sykes et al., 1999).
Alguns estudos relataram igual distribuicdo em relagdo ao sexo. No entanto, outros relatam
ligeira predilecdo pelo sexo feminino. Essa neoplasia acomete mais freqiientemente adultos na
quinta a sétima década de vida, sendo raro em jovens (Ellis e Auclair, 1996).
Macroscopicamente, trata-se de lesdes geralmente pequenas, inadequadamente encapsuladas,
infiltrativas e de cor rosa-acizentado (Cotran et al., 2000). Histologicamente, a maioria dos
CAC exibe invasdo perineural, um trago que explica a dificuldade de erradicagdo cirdrgica
desta neoplasia (Hanna e Snen, 2001). Os tratamentos principais sdo a cirurgia e radioterapia,
entretanto, muitos pacientes apresentam recorréncia apds vdrios anos de seguimento da
terapia primadria curativa. Destes, 40% desenvolvem metéstases pulmonares apés um periodo
de 10 a 15 anos (Sessions et al., 2001). O progndstico dos pacientes com CAC varia baseado
no grau histolégico do tumor. Os padrdes incluem organizagdo cribiforme, tubular e sélida.
Tumores com predominancia do componente solido tendem a se comportar mais
agressivamente que tumores com predominincia histolégica cribiforme ou tubular
(Enamorado et al., 2004). A invasdo perineural constitui um achado comum aos CAC, mas
ndo pode ser considerado um fator patognomdnico, pois também pode ser visto em outras
neoplasias de glandulas salivares, como o adenocarcinoma polimorfo de baixo grau (Jones e
Baiton, 1990; Alves et al., 2004).

O carcinoma epitelial-mioepitelial (CEM) é uma neoplasia tipica da glandula
pardtida que apresenta componentes malignos ductais e mioepiteliais crescendo no adenoma
pleomdrfico. E relativamente pouco freqiiente e representa menos de 1% das neoplasias
malignas. E um tumor predominante em mulheres e com pico de incidéncia a partir dos 60
anos (Ellis e Auclair, 1996; Fonseca et al., 1997). Apesar da presenca de caracteristicas
histologicas agressivas, a neoplasia é de baixo grau, recorre freqiientemente, mas raramente
ocorrem metdstases (Sheethala et al., 2007). Alguns estudos sugerem que os pacientes com
CEM tém um maior risco de desenvolver um segundo tumor primdrio, tanto nas glandulas
salivares como em outros sitios separados, como mama e tiredide (Ellis et al., 1991). Os
componentes celulares dos CEM sdo polimérficos e incluem células fusiformes, epitelidides,
plasmocitéides e células claras ou a combinacdo destas (Dardick et al., 1989). Foi proposto
que estes quatro tipos celulares representam diferentes estagios da diferenciacdo de células
mioepiteliais (Da Silveira et al., 2006). H4 uma grande discussdo em literatura sobre a

dificuldade de diagnosticar os CEM e diferencia-los de outras neoplasias da parétida mais



comuns, como o adenoma pleomérfico, enfatizando as confusdes citoldgicas que existe
quando estes tumores coexistem (Daneshbod et al., 2007).

O adenocarcinoma (ACAR) representa 14% dos carcinomas das glandulas salivares.
E mais freqiiente na quinta década de vida e na glandula parétida; acometendo homens e
mulheres em igual freqii€ncia. Quando surge nas glandulas menores, o palato é o sitio mais
freqiiente, seguido pela mucosa jugal, lingua e soalho da boca (Klintenberg et al., 1984;
Seifert et al., 1986; Spiro, 1986). Os ACAR diferenciam-se dos outros tumores de glandulas
salivares por apresentarem infiltracdo precoce dos tecidos do nervo facial, levando a um
quadro doloroso, com paralisia facial em 40% dos casos. H4 um alto indice de metéstases
linfonodais (60%) e pulmonares (30%). O prognéstico depende do seu tamanho e do local da
lesdo, sendo favordvel quando ocorre nas glandulas salivares menores. O diagnéstico
diferencial é com o carcinoma adendide cistico, carcinoma mucoepiderméide bem
diferenciado e carcinoma de células ductais (Batsakis, 1999).

O carcinoma ductal salivar (CDS) é um tumor maligno incomum da glandula salivar
que apresenta um prognéstico desfavoravel. A glandula pardtida, seguida pela glandula
submandibular, s@o os sitios de origens mais comuns. Estes tumores também acometem mais
raramente as glandulas sublinguais e salivares menores. Os CDS ocorrem mais
freqiientemente em pacientes com mais de 50 anos de idade e sdo quatro vezes mais comuns
em homens do que mulheres. Os sintomas tipicos incluem rapido crescimento de uma massa
que pode ser indolente e variar em tamanho (Urban et al., 2002; Huh et al., 2003). Este tumor
representa uma classe de tumores morfologicamente remanescentes do carcinoma ductal de
mama. Embora o ultimo seja bem caracterizado, s3o limitadas as informagdes
imunofenotipicas e citogenéticas dos CDS (Hungermann et al., 2006). Nao ha tratamentos
estabelecidos para a doenca avangada, a maioria dos pacientes com CDS passa por terapia
sist€émica paliativa. Recentemente, Prat et al. (2007) relataram o uso de Trastuzumabe como

terapia coadjuvante em casos de CDS avancgados.



Alteracoes genéticas e moleculares nos TGS

De modo geral, a génese das neoplasias € um processo que envolve muitas etapas, na
qual alteracdes genéticas importantes acumulam-se e sdo responsdveis pela imortalizacdo das
células. A freqii€ncia dessas alteragdes genéticas difere entre os vdrios tipos de neoplasias. A
inativacdo de genes supressores de tumores e/ou a ativacdo de genes responsdveis pela
proliferacdo celular estdo envolvidos na patogénese desse processo (Loeb e Loeb, 2000; Loeb,
2001).

Miiltiplos fatores de risco t€m sido identificados no desenvolvimento dessas
neoplasias, dentre eles destacam-se a exposi¢do a radiagdo ionizante, agentes quimicos e
biolégicos, dos quais os virus sdo os principais (Ellis e Auclair, 1996). No entanto, os
mecanismos bioldgicos responsdveis pelo seu comportamento clinico ndo estdo bem
esclarecidos, o que tem suscitado a procura por marcadores moleculares que colaborem na
previsdo desse comportamento (Hall e Going, 1999).

O céncer dificilmente surge a partir de um tunico gene defeituoso, pelo contrério,
deriva de uma somatéria de defeitos em diferentes genes ligados ao sistema de protecdo do
genoma e/ou ao controle da expressdo dos programas de proliferacdo celular. Ha evidéncias
que diferentes alteragdes genéticas estdo associadas a diferentes tipos de cancer, em termos de
proliferacdo e invasividade, portanto a resposta a ao tratamento ird variar dependendo do tipo
de alteracdes genéticas e dos alvos moleculares afetados (Sidransk, 2002).

Recentes estudos tém utilizado com grande freqii€ncia técnicas de biologia molecular
para deteccdo de mutagdes em genes envolvidos na proliferacio celular e genes supressores
de tumores. Técnicas baseadas na PCR (polymerase chain reaction ) t€m sido utilizadas como
ferramentas para identificar alteracdes em nivel de DNA, uma vez que esta molécula é bem
conservada e pode ser amplificada a partir de pequenas quantidades (Baumforth et al., 1999).
Uma técnica que vem sendo explorada € a hibridiza¢do gendmica comparativa (comparative
genomic hybridization- CGH), a qual permite a detec¢@o de alteragdes de ganhos ou perdas de
DNA em um tnico experimento (Kallioniemi et al., 1992; Weiss et al., 1999). A Tabela 1
apresenta os resultados obtidos de estudos de CGH em tumores de gliandulas salivares

descritos em literatura.



Tabela 1. Alteracdes gendmicas freqiientemente observadas em TGS pela metodologia de CGH.

Altera¢io cromossomica Tipo de TGS (n° de .
. Referéncia
Ganhos Perdas casos analisados)

8q; 12q - APM (1) Rao et al. (1998)
19 6q; 12q; 13q CAC (24) El-Rifai et al. (2001)
20p 5q; 9q; 16q AP (2) Toida et al. (2001)
16; 20; 22q - CAC (1) Toida et al. (2001)
9q; 18q; 22q 2q; 49 ACCB (1) Toida et al. (2001)
8q - CEM (19) Hungermann et al. (2002)
4p; 6q; 12p; 13q; 15q11.2- | 19p CXAP (7) Morio et al. (2002)
q21; 21p
1p; 8q; 11p; 11q; 12q; 14q; | - AP (10) Kasamatsu et al. (2005)
16q; 17q; 19p; 19q; 20q;
22q; Xq
1q; 3p; 3q; 4q; 5p; 5q; 6p; | 8p CAC (6) Kasamatsu et al. (2005)

6q; 7q; 10q; 11p; 11q; 12p;
12q; 13q; 15q; 16p; 16q;
18p; 18q; 19q; 21q; Xq

1p; 1q; 2q; 3p; 3p; 3q; 4p; | 1p; 5q; 8p; 14q; 16p; 16q; | ACAR (3) Kasamatsu et al. (2005)
5p; 5q; 6p; 7p; 7q; 8q; 9p; | 22q
9q; 10p; Ilp; 12p; 12q;
13p; 13q; 14q; 15q; 16p;
16q; 18p; 18q; 19p; 20p;

21q; Xp; Xq

16p; 17q; 22q 6q CAC (27) Freier et al. (2005)

8; 18 1p; 6q; 12q CAC (53) Rao et al. (2008)

4q; 5p; 5q; 13q 11q; 12q; 15q; 16p; 16q; | TW (15) Giefing et al. (2008)
17p; 20q; 22q

4q; 5p; 5q; 6q; 13q 11q; 12q; 15q; 16p; 16q; | AP (14) Giefing et al. (2008)
17p; 20q; 22q

X 1;2; 15 CME (19) Verdorfer et al. (2009)

ACAR: adenocarcinoma; ACCB: adenocarcinoma de célula basal; AP: adenoma pleomérfico, APM: adenoma pleomérfico
metastizante; CAC: carcinoma adendide cistico; CEM: carcinoma epitelial-mioepitelial; CME: carcinoma mucoepiderméide; CXAP:
carcinoma ex-adenoma pleomérfico; TW: tumor de Warthin.

Considerando-se as dificuldades de classificacdo baseada na histologia e no
comportamento clinico dos TSG, diversas técnicas tém sido empregadas visando um melhor
conhecimento sobre a biologia destas lesdes. Entretanto, os estudos citogenéticos e
moleculares sdo limitados tanto no escopo como no tamanho da amostra e ndo levam em
consideracdo a heterogeneidade morfoldgica e bioldgica destes tumores (Press et al., 1994;
Jones et al., 1996; El Nagar et al., 1997; Holst et al., 1999; Toida et al., 2001; Nasser et al.,
2003).

O adenoma pleomoérfico pode ser considerado uma exce¢do a regra. Esta lesdo ¢é

considerada uma das neoplasias benignas de origem epitelial melhor caracterizada do ponto
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de vista das alteracdes citogenéticas. O banco de dados de alteracdes cromossOmicas em

cancer elaborado por Mitelman et al. (2009) (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman)

apresenta resultados citogenéticos em 224 adenomas de glandulas salivares. Estes estudos
mostraram que cerca de 70% dos casos de AP apresentam caridtipos anormais e com o
aprimoramento das metodologias de investigacdo cromossOmica este nimero deve aumentar.
As alteracdes mais comumente observadas compdem translocacdes balanceadas como t(3;8)
(p21;q12); t(8;9)(q12;p22) e t (5,8) (p13;q12); inversdes envolvendo 12p12-p13 e 12q15-q24;
e alteragdes ndo balanceadas envolvendo 8p23 e 8q12 (Bullerdiek et al., 1987; Sandros et al.,
1990; Rommel et al., 1991; Bullerdiek et al., 1993; Mark et al., 1997; Martins et al., 2005;
Kandasamy et al., 2007; Fonseca et al., 2008). A partir destas evidéncias foram identificados
genes envolvidos nos rearranjos balanceados. Dentre estes genes estdo incluidos o PLAGI
(8q12) e o HMGIC (12q14-q15) (Geurts et al., 1997; Kas et al., 1997; Voz et al., 1998;
Astrom et al., 1999; Tisang et al., 2004; Asp et al., 2006; Kandasamy et al., 2007).

O gene adenoma pleomorfico 1 (PLAGI) tem um importante papel no
desenvolvimento dos AP. A ativagdo da expressdo deste gene € resultado de uma translocagéo
cromossOmica recorrente que pode envolver um grande ndmero de diferentes arranjos
(Bullerdiek et al., 1987). Nas duas translocagdes mais freqiientes, t(3;8)(p21;ql12) e
t(5;8)(p13:;q12), a troca do promotor PLAGI, que € inativo nas glandulas salivares maduras,
por um forte promotor derivado da B-catenina (CTNNBI) e por um receptor de fator inibitério
de leucemia (LIFR), respectivamente, leva a expressdo anormal do PLAGI nas células
tumorais (Kas et al., 1997; Voz et al., 1998). Considerando que o gene PLAGI age como
regulador transcricional, esta expressdo ectdpica provavelmente resulta na perda da regulagio
de genes alvos (Kas et al., 1998; Voz et al., 2000). Adicionalmente, Declercq et al. (2005)
demonstraram a forte e aparente capacidade direta de tumorigénese in vivo do PLAGI.

Asp et al. (2006) e Kandasamy et al. (2007) usando ensaios citogenéticos e
moleculares demonstraram a heterogeneidade de rearranjos que ocorrem no gene PLAGI e
que contribuem para o desenvolvimento de adenomas pleomérficos. Em 2008, Persson et al.
avaliaram um subgrupo de AP com cromossomos em anel de derivagdo incerta utilizando
SKY (Spectral karyotype), FISH (Fluorescence in situ hybridization) e aCGH (array-based
Comparative genomic hybridization). Os autores relataram a fusdo do gene FGFRI com o
PLAG] e sua contribui¢do no desenvolvimento dos AP.

Resultados da andlise cromossomica dos adenomas pleomdrficos metastizantes (APM)
demonstraram alteragdes cariotipicas complexas incluindo rearranjos ndo- balanceados.

Rearranjos em 3p e 9p observados em APM sdo similarmente encontrados em AP (Jin et al.,
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1998). Delecdes em 3p também sdo freqiientemente encontradas numa variedade de
neoplasmas epiteliais malignos e é possivel que a delecdo de um ou mais genes supressores
tumorais possa ser importante na progressdo metastatica de alguns adenomas pleomorficos
(Bradley, 2005). Debiec-Rychter et al. (2001) e Martins et al. (2005), por andlises
imunohistoquimicas e citogenéticas, demonstraram a natureza clonal de diversas células
imunofenotipicas dos adenomas pleomorficos, confirmando a teoria de que estes tumores
partilham uma origem celular dnica comum, sendo a maioria proveniente de células
progenitoras epiteliais do ducto basal capazes de diferenciacdo em uma variedade de
fendtipos somaticos.

Rao et al. (1998) avaliaram um adenoma pleomoérfico metastizante (APM) e sua
metastase renal por CGH. Os autores observaram ganhos em 3q26, 8q23-24, 12ql4-15¢ X; e
auséncia de perdas no tumor primdrio. Para a metastase renal foram observados ganhos em
1p32-p36.3, 2q37, 8q23-24 e 12q13-ql5; e perdas em 9pter-q21, 11, 15 e Xpter-q21. Os
ganhos em 8q23-q24 e 12ql13-ql5 foram comuns ao tumor primario e a metdstase renal.
Andlises subseqiientes por Southern blot do DNA tumoral das metdstases com o uso de
sondas previamente mapeadas nestas regides revelaram as amplificagdes dos genes MYC
(8924.21) em 8q23-q24 e CDK4 (12q14) e MDM?2 (12q14.3-q15) em 12q13-q15. Hibridacdo
in situ fluorescente (FISH) dos genes MYC e CDK4/MDM?2, diferencialmente marcados e
hibridados em cromossomos metafdsicos tumorais, revelaram que estes genes sdo co-
amplificados numa mesma célula, porém em diferentes double-minutes.

Em um estudo recente, dreas tipicas de adenomas pleomorficos (AP) e de células com
mudancas oncociticas (oncocitomas), foram microdissecadas e submetidas a aCGH.
Hibridacdo cromogénica in situ (CISH) foi realizada para validar alguns achados. Os
resultados da aCGH revelaram amplificacio em 12q13.3-q21.1 nos dois tumores que foi
posteriormente validada por CISH. Nao foi observada amplificacdo ou expressdo aumentada
do gene HER?2. O foco da metaplasia oncocitica apresentou baixo nivel de ganhos em 6p25.2-
p21.31. A presenca de células atipicas nos casos estudados indicaram evidéncias de
clonalidade, mas ndo de caracterisitcas malignas. Em adicdo, a presenca da mesma
amplificacdo nos dois tumores sugere que em alguns casos, as células oncociticas podem
originar os AP (Di Palma et al., 2007).

Estudos classicos de citogenética nos tumores de Warthin sdo escassos. Entre estes,
alguns identificaram caridtipos normais, enquanto outros alteracdes numéricas e
anormalidades clonais, como a presenca esporadica da translocagdo t(11;19)(q21;p12-13). A

identificacdo de diferentes alteragdes cromossdmicas nos tumores de Warthin sugere que estes
10



tumores sdo patogeneticamente heterogéneos (Bullerdiek et al., 1988; Mark et al., 1990;
Martins et al., 1997). Nordkvist et al. (1994) propuseram a existéncia de trés subgrupos
citogenéticos nos TW com: (1) uma linhagem celular aparentemente normal; (2) linhagens
celulares normais concomitantes com linhagens anormais; e (3) linhagens celulares anormais.

Martins et al. (1997) analisaram, por técnicas de bandamento G, 12 casos de tumor de
Warthin e detectaram aberragdes clonais em sete deles (58%), quatro alteracdes estruturais e
trés numéricas (perda dos cromossomos Y e X). Perda do cromossomo Y j4 foi previamente
reportada em trés casos de TW (Mark et al, 1990; Nordkvist et al., 1994). Duas
anormalidades recorrentes, rearranjos em 6p e t(11;19), foram especificas para este tipo de
neoplasia.

Virias teorias vém tentando explicar o desenvolvimento dos tumores de Warthin, mas
apenas duas sdo citadas atualmente. A primeira hipétese mencionada é de heterotopia, e a
segunda teoria € que este tumor é um adenoma com concomitante infiltracdo linfocitica. De
acordo com a tultima teoria, quando sdo pequenos e t€ém uma histéria curta, os TW consistem
apenas de componentes epiteliais, e quando s@o grandes mostram, em adi¢do ao componente
epitelial, um estroma linféide. Diante disto, o componente epitelial seria o elemento
neopldsico fundamental. Entretanto, os dados de Honda et al. (2000) mostraram que esta
teoria ndo poderia ser aplicada aos TW.

Honda et al. (2000) estudaram o componente tumoral epitelial e infiltracdes
linfociticas de tumores de Warthin para avaliar a clonalidade destas populacdes celulares em
um ensaio baseado na PCR. A andlise de clonalidade foi primeiramente descrita por Allen et
al. (1992). A estratégia é baseada na heterozigose do gene HUMARA ligado ao cromossomo
X e na inativagdo randomica do cromossomo X por metilagdo. Esta inativacido randomica
ocorre durante estdgios iniciais da embriogénese e é conservada durante a divisdo celular, até
nos tumores. Sitios especificos de restri¢cdo sensiveis a metilagdo para Hpall sdo localizados
perto destas repeti¢des de trinucleotideos. O gene metilado ndao pode ser digerido por Hpall,
entdo somente o alelo metilado poderia ser amplificado pela PCR apds a digestdo. Se o padrio
de metilacdo for uniforme por causa da monoclonalidade, havera apenas um produto da PCR
(alelo) depois da digestio com Hpall, entretanto se os padrdes de metilacdo diferiram
(policlonalidade), dois produtos da PCR (alelos) serdo observados. Sete dos 16 casos de
mulheres analisados foram heterozigotos e informativos para o polimorfismo HUMARA.
Posteriormente, os componentes epiteliais destes sete casos foram microdissecados
(apresentando mais de 90% de células epiteliais) e submetidos a extracdo de DNA e andlise

HUMARA. Todos os sete casos mostraram padrdes de proliferagcdes policlonais, apresentando
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dois produtos da PCR ap6s a digestdo com Hpall. Segundo Teymoortash e Werner (2005), os
tumores de Warthin ndo podem ser considerados verdadeiros neoplasmas, pois uma neoplasia
€ definida como um processo monoclonal, e tanto o componente epitelial quanto o linfonodal
destes tumores foram relatados como policlonais.

Em outro estudo, Arida et al. (2005) microdissecaram os componentes epiteliais e
linfonodais de 12 amostras de tumores de Warthin e investigaram 13 marcadores de
microssatélites proximos ou em genes supressores tumorais conhecidos e validaram por
imunohistoquimica a expressdo dos genes TP53 e TPI16. Os autores encontraram expressao
negativa para os genes em estudo e ndo observaram nenhuma perda de heterozigose
significativa.

As investigacdes utilizando técnicas de citogenética nos casos de carcinoma ex-
adenoma pleomorfico sio escassas. Os estudos existentes apontam para a participagdo de
alteracdes em 17p, 8q e 12q assim como o observado para os casos de AP (Mark et al., 1980;
Johns et al., 1996; Yamamoto et al., 1996a; El-Naggar et al., 1997; Gillenwater et al., 1997).
Neste contexto, foram relatados rearranjos e translocagdes envolvendo os oncogenes MDM?2 e
HMGIC que podem estar relacionados com desenvolvimento do CXAP e/ou transformacio
maligna do AP em CXAP. Entretanto, o papel definitivo destes oncogenes nos AP ainda néo
foi definido (El-Naggar et al., 2000). Diferentes autores relataram a auséncia dessas alteracdes
ou a presenca de trissomia do cromossomo 8 ou caridtipos complexos (El-Naggar et al., 1998;
Roijer et al., 2002).

El-Naggar et al. (2000) usando andlises de perda de heterozigose (LOH) propuseram
um modelo genético para o desenvolvimento e progressdao dos CXAP: LOH em 8q levaria ao
desenvolvimento de adenomas pleomorficos benignos, enquanto LOH em 12q caracterizaria
adenomas com potencial de transformagdo para carcinoma com a aquisi¢cdo da LOH em 17p.
Este modelo foi proposto devido a baixa incidéncia de LOH nos marcadores em 8q em
adenomas microdissecados e indica o envolvimento diferencial desta regido no adenoma de
CXAP e em adenomas pleomorficos benignos. Em outro estudo, Tsang et al. (2004)
avaliaram um caso de CXAP por CGH array e relataram amplificagdes dos genes MDM?2,
MYC, PLAGI e outros mapeados em 8q11.2-13 (MGC2177, PSMC6P, LYN). Estes resultados
foram validados por RT-PCR quantitativa em tempo real.

Expressdo elevada e a amplificacdo da proteina HER2/neu foram observadas em
CXAP invasivos. Di Palma et al. (2005) analisaram 11 casos de CXAP, por
imunohistoquimica e FISH, e demonstraram que a positividade para o HER2 era restrita ao

carcinoma ductal salivar ex-AP invasivo, enquanto dreas benignas de AP foram
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consistentemente negativas. Os autores propuseram que a amplificacdo do HER2 ocorre em
estagios iniciais da transformacdo maligna dos AP e que este pode ser um ttil marcador de
transformacdo maligna nos AP.

Alguns relatos demonstraram a presenca de mutacdes do gene TP53 e o actimulo da
proteina pS3 em casos de CXAP, mas ndo em AP pré-existentes (Nordkvist et al., 2000;
Lewis et al., 2001; Freitas et al., 2005). Porém, ndo se sabe quando a mutacdo do gene TP53
estd associada a estdgios iniciais (intracapsular) ou tardios (extracapsular) do processo de
transformacao maligna dos CXAP (Irhrler et al., 2007). Ihrler et al. (2007) propuseram um
modelo de miiltiplas etapas na progressio dos AP para CXAP baseados em achados
moleculares e histoldgicos. Enquanto os AP sdo caracterizados por uma populagao de células
mistas, a maioria com predominancia de células luminais e com um grupo de translocacdes
cromossOmicas bem caracterizadas, a transformag@o dos carcinomas intraductais em CXAP é
associada com um alto nivel de inativacdo génica e funcional do gene supressor tumoral TP53
somente em células luminais do AP.

Os primeiros estudos citogenéticos em carcinomas mucoepiderméides indicaram a
presenca freqiiente de rearranjos em 11ql4-q21 e 19p12-p13, especialmente a translocagéo
t(11;19)(q21;p12-13). A t(11;19) foi relatada, algumas vezes, como a Unica alteragdo
detectavel (El-Naggar et al., 1997). Curiosamente, alguns tumores de Warthin também
apresentaram esta translocacdo (Bullerdiek et al., 1988).

Em 2003, Tonon et al. identificaram os genes alvos da translocacdo t(11;19). Dois
genes estdo envolvidos neste evento: MECTI e MAML2 mapeados em 19pl13 e 11921,
respectivamente. Esta translocag@o origina o gene quimérico MECTI-MAML2 que possui o
éxon 1 de MECT]I fusionado com os éxons 2-5 de MAML2. O produto desta fusao MECT1-
MAML?2 altera o mecanismo normal da via de sinalizagdo Notch, ativando genes alvos-Nocht
independentemente de sinais exdgenos, representando, assim, um novo mecanismo de func¢io
Notch na tumorigénese. A sinalizacdo Notch tem sido implicada na manutengcdo de um
estdgio indiferenciado de células-tronco, decisdo de divisao bindria das células, e inducdo de
diferenciagdo, todas importantes etapas da tumorigénese. A expressdo do transcrito quimérico
e a conseqiiente disfuncdo da via de sinalizacdo Notch poderiam ser entdo responséveis pelo
desenvolvimento do tumor (Tonon et al., 2004). Em adicfo, a recente identificagdo do produto
do gene MECTI como um potente co-ativador para genes que sdo regulados por elementos
responsivos ciclicos - AMP - sugere que MECTI-MAML?2 possa talvez alterar ambas as vias

de sinalizag@o, Notch e CREB, para induzir a tumorigénese (Enlund et al., 2004; Martins et
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al., 2004). A fusdo MECTI-MAML?2 tem sido demonstrada como eficiente em transformar
células neoplasicas “in vitro” (Wu et al., 2005).

Komiya et al. (2006), buscando determinar se a fusdo MECTI-MAML?2 era essencial
para o crescimento do tumor, construiram seqiiéncias de RNAi capazes de inibir in vivo o
mRNA quimérico destes genes em linhagens celulares tumorais de CME. O grupo concluiu
que “ganho de fungdo” em decorréncia da expressdo aberrante de MECTI-MAML?2 pode ser
um alvo a candidato terapéutico nestas neoplasias. Okabe et al. (2006) detectaram a fusdo
deste gene em 27 de 71 CME estudados (38%) e sugeriram que esta alteracdo deve ser
especifica para um subtipo de MEC que exibe caracteristicas clinicas-patoldgicas favoraveis e
um curso clinico indolente. Tirado et al. (2007), usando técnicas de RT-PCR e
seqiienciamento relataram a presenca da fusdio MECTI-MAML2 em tumores de Warthin com
a translocacdo t(11;19). Em outro estudo recente, Bell et al. (2008) identificaram pela
primeira vez os transcritos fusicionados do gene MECTI-MAML2 em TW e CME
coincidentes (3/3), e na porcdo maligna dos TW. Isto estabelece uma associagdo clonal
comum de alguns destes tumores e sugere o papel deste transcrito quimérico no
desenvolvimento dos TW com propenséo a transformacgdo maligna.

Recentemente, Verdorfer et al. (2009) avaliaram 19 amostras FFEP de carcinomas
mucoepiderméides por CGH, FISH em ntcleos interfasicos e RT-PCR para a detec¢do do
transcrito fusicionado MECTI-MAML2. A andlise de CGH demonstrou ganhos do
cromossomo X e perdas de cromossomos inteiros ou regides nos cromossomos 1, 2 e 15,
como as alteracdes mais freqiientes. O rearranjo MAML? foi detectado em 37% dos tumores
analisados por FISH interfasico, enquanto 58% das amostras mostraram expressdo do
transcrito fusionado MECTI-MAML2. Os autores concluiram que a presenca do rearranjo
MAML2, como também do transcrito fusionado MECTI-MAMIL?2 esti associado a um
progndstico favordvel e pode ser um marcador clinico de predi¢do util para o comportamento
bioldgico desses tumores, como previamente relatado.

Em tumores de glandulas salivares, a aneuploidia é geralmente associada a estdgios e
graus avangados, como também com o risco aumentado de recorréncia e diminuicdo da
sobrevida (Enamorado et al., 2004). Em carcinomas adendides cisticos, tem sido relatada
uma associagdo entre entre aneuploidias e um comportamento mais agressivo (Hamper et al.,
1990; Luna et al., 1990; Tytor et al., 1993).

Estudos citogenéticos classicos em CAC mostraram um ndmero relativamente
limitado de alteracdes genéticas, incluindo dele¢des ou translocagdes em 6q21-q24,

translocacdes em 9p13-p23, e mais raramente, ganhos dos cromossomos 7 e 8 (Nordkvist et
14



al., 1994; Mark et al., 1996; Martins et al., 1996). Analises de FISH e LOH revelaram
delecdes em 17p13 e anormalidades para o locus do gene TP53 em mais da metade dos casos
de CAC avaliados (Yamamoto et al., 1996b; 1998b). Perdas de 1p, 2p, 6q e 17q e 19q
avaliadas por estudos de LOH foram também relatadas (Johns et al., 1996).

Estudos utilizando CGH em CAC identificaram perdas em 12ql12-ql4, 6q23-qter e
13921-g22 e ganhos do cromossomo 19 (El-Rifai et al., 2001). Em outro estudo, Rutherford et
al. (2005) realizaram uma andlise extensiva de LOH em 58 CAC, usando um painel de 28
marcadores de microssatélites, e identificaram 66% de perda genética ao todo, sugerindo
locos preferenciais de genes supressores tumorais envolvidos na patogénese deste tipo de
tumor. Os autores combinaram os resultados na andlise de LOH com a anélise de expressao
génica em microarrays em CAC. Um ndmero de genes em 12q12-q13 foi encontrado com
expressdao diminuida, incluindo genes regulatérios como Homeobox C5 (HOXC)S) e Activin A
Receptor Type Il-like I (ACVRLI), e genes relacionados a diferenciagdo celular fenotipica
como Aquaporin 5 (AQPS5) e Keratin 7 (KRT7). Em 12q24 foi observada a reducdo da
expressdo dos genes TCF-1, ZNFI0/KOX1, OASI e P2RX4 sugerindo que hd uma forte
regulacdo negativa destes genes em CAC.

Freier et al. (2005) avaliaram 27 CAC por CGH e relataram ganhos de 22q13 (nove
casos), 16p (sete casos) e 17q (quatro casos); e perdas em 6q (seis casos). A regido 22q13 foi
investigada por FISH em tissue microarrays e os autores verificaram que ganhos em 22q13 é
um evento molecular decisivo no desenvolvimento de carcinomas adendides cisticos,
independente da diferenciac@o histolégica. Em outro estudo, Vékony et al. (2007) analisaram
18 CAC por CGH array e observaram ganhos gendmicos significativos em 9q33.3-q34.3,
11q13.3, 11923.3, 19p13.3-p13.11, 19q12-q13.43, 21q22.3 e 22q13.33. Nestas regides estio
mapeados numerosos fatores de crescimento e seus receptores (FGF, PDGF, FGFR3,
PDGFRB, FGFR), sugerindo o envolvimento destes genes na iniciacdo e progressao dos
CAC.

Recentemente, Rao et al. (2008) utilizaram CGH e FISH em 53 casos de CAC
primérios. As alteracdes mais freqiientes encontradas foram perda de 1p32-p36 em 44% dos
casos, seguido de 6q23-q27, e 12ql2-ql4. Os ganhos mais freqiientes foram nos
cromossomos 8 e 18. Dessas alteragdes, a perda de 1p32-p36 foi a tnica anormalidade
significativamente associada a uma pior sobrevida dos pacientes com CAC.

Hungermann et al. (2002) utilizaram CGH em 12 mioepiteliomas e mostraram perdas
significativas em trés deles. Nos carcinomas epiteliais-mioepiteliais, foram detectadas

alteracdes citogenéticas em 10 de 19 amostras investigadas por CGH. Em cinco casos foram
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observadas aberracdes envolvendo o cromossomo 8. Em outro estudo, Hungermann et al.
(2005) estudando carcinomas mioepiteliais e mioepiteliais malignos relataram que os perfis de
CGH mostraram apenas algumas alteracdes cromossdmicas recorrentes. Os perfis de perdas e
ganhos gendmicos diferiram entre as diferentes localizagdes do tumor, sugerindo que as
alteracdes s@o adquiridas durante a progressdo tumoral aumentado as suspeitas de
malignidade. Em 2009, Vékony et al. avaliaram 27 tumores primarios (15 mioepiteliomas e
12 carcinomas epiteliais-mioepiteliais) por aCGH e concluiram que os dois tipos histolégicos
apresentam uma freqiiéncia elevada de ganhos gendmicos (=20%) principalmente em locos de
fatores de crescimento e receptores de fatores de crescimento (PDGF, FGF, FGFR e EGFR).
Em mioepiteliomas foi detectada alta freqiiéncia de perdas (=20%) nas regides de proto-
caderinas. A andlise de clusters permitiu a identificacdo de trés tipos: um contendo uma
mistura dos dois fenétipos (n=10); outro contendo a maioria dos tumores benignos (n=10) e o
ultimo contendo os carcinomas (n=7). Tanto a andlise supervisionada quanto a ndo
supervisionada entre os tumores benignos e malignos revelou ganho em 8q (36 Mbp) mais
freqiientemente encontrado nos tumores malignos das glandulas salivares, evidenciando a
hipdtese do envolvimento desta regido no fendtipo maligno dos mioepiteliomas de glandulas
salivares.

Hungermann et al. (2006) analisaram 23 casos de carcinomas ductais salivares por
histologia convencional, imunohistoquimica, hibridacdo in situ e hibridacdo genOmica
comparativa (CGH). A andlise de CGH dos CDS revelou um aumento no ndmero de
alteracdes em doenca avancada, mas nenhuma alteracdo recorrente foi observada. A andlise
de agrupamentos dos CDS sugeriu muitos padrdes distintos de expressdo protéica comuns
para os sitios primdrios de CDS e carcinomas ductais de mama, explicando a morfologia
paralela existente entre estes dois tipos de neoplasias.

Em 2001, Toida et al. avaliaram dois casos de adenoma pleomoérfico, um carcinoma
adenoide cistico e um adenocarcinoma de células basais (ACCB) por CGH. Os AP
mostraram perdas em 5q12.4-q14.1, 9q12-q21.13 e 16q11.2; e ganhos em 20p12.1. Os CAC
mostraram ganhos nos cromossomos 16, 20, e 22q12.3-q13.1; e auséncia de perdas. O ACCB
mostrou ganhos em 9q21.1-pter, 18q21.1-q22.3 e 22q11.23-q13.31; e perdas em 2q24.2 e
4q25-q27. O estudo mostrou alteracdes comuns para os dois casos de adenomas pleomorficos
(perdas em 9q12-g21.13 e 16q11.2); e também entre o carcinoma adendide cistico e o
adenocarcinoma de células basais estudados (ganho em 22q12.1-q13.1).

Jin et al. (2001) analisaram cinco adenomas pleomoérficos, trés carcinomas

adenoides cisticos ¢ um caso de carcinoma mucoepidermdide, carcinoma ex-adenoma
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pleomorfico e adenocarcinoma, pela metodologia COBRA-FISH (Combined binary ratio-
FISH) e FISH. A andlise confirmou a existéncia de dele¢cdes em 6q, uma alteragcdo comum aos
TGS, e a presenca da translocacdo t(6;9). Outros rearranjos que foram revelados por FISH
incluem amplificacdo em 12q (MDM2 e CDK4) em um AP. Também verificaram o status do
gene PLAGI em quatro casos (um AP, um CXAP, um CAC, e um CME) com rearranjos em
8q12. Somente em dois casos os resultados de FISH foram compativeis com os rearranjos
intragénicos, sugerindo a importincia desta técnica na elucidacdo de rearranjos gendmicos.

Morio et al. (2002) microdissecaram os componentes adenomatoso e carcinomatoso de
sete carcinomas ex-adenomas pleomorficos (CXAP) e utilizaram a CGH para avaliar ndo
balanceamentos gendmicas destes componentes. Os componentes carcinomatosos foram
morfologicamente classificados em carcinomas de células escamosas (2 casos); carcinomas de
células escamosas concomitante com adenocarcinomas (2 casos); adenocarcinoma (1 caso);
carcinoma de ducto salivar (1 caso) e carcinoma mucoepiderméide (1 caso). Os componentes
benignos mostraram uma aparéncia morfoldgica convencional dos adenomas pleomorficos em
todos os CXAP. Todos os sete componentes carcinomatosos e seis de sete componentes
adenomatosos demonstraram vdrias alteragdes genOmicas. Nos sete componentes
carcinomatosos que apresentaram ganhos, as aberragdes mais freqiientes foram observadas em
6925 (quatro casos). Seis de sete componentes adenomatosos mostraram ganhos. Os ganhos
recorrentes no componente adenomatoso foram detectados em 13q12 e 15q 11.2 (3 casos em
cada). Trés componentes carcinomatosos apresentavam perdas em 8q, 1021 e 12q e 22q
(dois casos em cada). Perdas em 19p foram observadas em dois de quatro componentes
adenomatosos. Em cinco de sete CXAP, regides cromossdmicas idénticas como 4p, 6q, 12p,
13q, 15q11.2-g21, 19p e 21p foram envolvidas em alteragdes nos componentes adenomatoso
e carcinomatoso de uma mesma lesdo. Os resultados sugeriram ainda que o actimulo e/ou
maior nimero de alteragdes cromossOmicas, incluindo anormalidades em 6q, podem estar
associadas com o desenvolvimento de componentes carcinomatosos em um subgrupo de
CXAP.

No estudo publicado por Kasamatsu et al. (2005) foram analisados dez casos de
adenomas pleomorficos, seis carcinomas adendides cisticos ¢ trés adenocarcinomas de
glandula salivar por CGH. A andlise comparativa das regides minimas comuns entre os CAC
e os demais casos de TGS detectou ganhos em 1q32, 6p25, 6q21-q24, 7q11.2, 7q31, 10q11.2,
11pl12-q12, 12q13, 12q14, 13q24, 16p13.3-13.2, 18p11.3, 18923, 19q13.4 e Xq28; e auséncia
de perdas genOmicas. Usando cDNA microarrays em uma plataforma de 38 000 genes em

uma amostra de CAC os autores relataram que 3162 genes mostraram aumento de expressao e
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1269 diminuicdo da expressdo. Foram identificados 262 genes envolvidos com céncer. Entre
estes, os genes TP73L e PTTGI, que modulam MYC e VEGF, apresentaram aumento de
expressdo e numero aumentado de copias gendmicas. Os resultados indicaram que a andlise
concomitante do perfil de perdas e ganhos e de expressdo génica é uma estratégia importante
na identificacio de genes alterados em tumores de glandulas salivares. Os estudos de
expressdo génica t&ém demonstrado diferentes perfis de expressdo em diversos genes quando
grupos de TGS sdo comparados, comprovando a heterogeneidade destas lesoes.

Fowler et al. (2006) examinaram uma série de tumores malignos mistos
(carcinosarcoma, carcinoma ex-adenoma pleomoérfico e adenoma pleomérfico
metastizante), para mutacdes usando um painel de genes supressores tumorais que foram
implicados na patogénese dos TSG. Estes genes incluem locos mapeados em 3p26, 5923,
9p21, 17p13, 17921 e 1821, que correspondem as dreas que contem OS supressores tumorais
VHL, hOGGI1, APC, CDKN2, TP53, NM23 e DCC. O grupo demonstrou que a freqiiéncia de
perdas alélicas e mutacdes para os carcinomatomas e as dreas de sarcomas nos
carcinosarcomas de glandulas salivares sdo similares, evidenciando que todos os elementos
malignos nestes tumores sdo derivados de um precursor clonal comum. Além disso, os
componentes benignos do CXAP ndo mostraram alto nivel de perda de freqiiéncia alélica. Os
autores demonstraram que os carcinosarcomas apresentam uma maior freqiiéncia de mutagdes
do que os CXAP.

Santos (2007) analisou 11 casos de adenomas de células basais (AB) de dez
pacientes e cinco casos de adenocarcinomas de células basais (ACCB) de quatro pacientes,
por hibridagdo gendmica comparativa de alta resolucdo (HR-CGH). A comparagdo entre os
ABs e ACCBs permitiu a identificacdo de regides gendmicas alteradas presentes
exclusivamente em cada um dos tipos tumorais. Perdas em 4p14-p15.1, 10925-q26, 14q24-
q31 e 19q13.2-q13 e ganhos em 22q13 foram alteracdes caracteristicas dos ACCBs. Por outro
lado, em ABs foram observados ganhos em 2q37, 3p24-p26, 4q33-q35, 5q23-q31, 7p22,
10g25-q26, 11p15, 11925, 15926, 18p11.3 e 20q13.2-q13.3. A anélise pela HR-CGH revelou
que a despeito das semelhancas histoldgicas compartilhadas por adenomas de células basais e
adenocarcinomas de células basais, as duas lesdes apresentam perfis gendmicos distintos com
relacdo a perdas e ganhos de material genético.

Giefing et al. (2008) avaliaram por CGH 29 amostras de TGS, incluindo 15 tumores
de Warthin ¢ 14 adenomas pleomorficos localizados na parétida (27) e na glandula
submandibular (2). Foi observado um padrdo diferente aos relatados para os carcinomas de

células escamosas da cabeca e pescoco (CCECP), mas nenhuma diferenga significativa foi
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observada entre os TW e AP. Contudo, vdrios genes supressores tumorais € oncogenes foram
identificados nas regides minimas comuns. Os autores encontraram delecéo freqiiente do gene
Harakiri (12q24.2) em 12/29 tumores e do gene TP53 (17p13.1) em 11/29 tumores como
potenciais supressores tumorais em carcinomas de glandula salivar. Adicionalmente,
detectaram uma amplificacdo freqiiente da regido 13q22.1-q22.2 em 13/29 casos contendo os
genes KLF5 e KLF12. O gene KLF5 regula a expressdo da survivina, um oncogene expresso
na maioria dos canceres humanos. As alteracdes observadas podem indicar eventos genéticos
na formacdo dos tumores de glandula salivar. Especialmente a amplificacdo de 13q pode
contribuir com o mecanismo de expressao da survivina e progressao tumoral.
Recentemente, Persson et al. (2009) usando FISH, SKY, aCGH e RT-PCR avaliaram
16 tumores, incluindo seis adenomas pleomoérficos e dez carcinomas ex-adenomas
pleomérficos. Os autores observaram amplificagdes/ganhos recorrentes em 1ql1-q32.1,
2pl6.1-p12, 8ql12.1, 8q22-24.1 e 20; e perdas em 1p21.3-p21.1, 5923.2-q31.2, 8p, 10g21.3 e
15q11.2. Foram identificadas amplificacdes dos genes HMGA2 (12q15) e MDM?2 (12q14.3-
ql5) em AP e CXAP, sugerindo que amplificacdo na regido 12q (em particular no gene
MDM?2), delecdes em 5q22.1-q31.2, ganhos em 8ql2.1 (PLAGI) e 8q22.1-q24.1 (MYC), e
amplificacdo de HER2 (17qg21.1) podem ser importantes para a transformacao maligna de AP.
Estes relatos reforcam a necessidade de um estudo em maior niimero de casos para a
melhor caracterizacdo das alteracdes gendmicas tumor-especificas associadas a neoplasias de

glandulas salivares.
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Hibridacio Genomica Comparativa (CGH)

A metodologia da CGH, primeiramente descrita em 1992 por Kallioniemi et al.,
permite a andlise de alteracdes cromossomicas em todo genoma, independente da avaliacio de
células metafésicas do tecido em estudo. Esta técnica requer a obtengdo de DNA das células a
serem investigadas e, desta forma, € uma abordagem que apresenta vantagens na investigacio
de desequilibrios gendmicos, especialmente em tumores s6lidos (Rogatto e Rainho, 2000).

A deteccdo de ganhos e perdas especificas no genoma abriu caminho ndo apenas para
a pesquisa na drea de oncogenética, permitindo a descoberta de uma série de novos genes
relacionados com o cancer, mas também trouxe implicacdes na érea clinica, permitindo a
implantacdo de diagnésticos diferenciados, avaliacdo progndstica de algumas doencas e o
direcionamento de tratamentos (Gebhart, 2004).

O procedimento padrdo € a marcagdo de DNA tumoral e de referéncia (normal) em
iguais razdes molares com diferentes haptenos (por exemplo, DNA tumoral ou teste marcado
com biotina dATP e controle normal ou referéncia com digoxigenina dUTP). Este conjunto de
sondas marcadas € misturado para permitir uma competicdo entre elas quando da hibridizacdo
em metifases normais. A quantidade de DNA teste ou de referéncia ligado ao cromossomo
normal é quantificada pela intensidade da fluorescéncia, tomando-se como referéncia a
hibrida¢do dos DNAs normais. O poder de resolucdo da CGH para detectar ganhos e perdas
de pequenas regides gendmicas depende do grau de condensacdo dos cromossomos
metafdsicos e do nimero de cépias deletadas ou duplicadas na amostra tumoral (Rogatto e
Rainho, 2000). Para amplificacdes, o limite de detec¢do € atingido quando a unidade total do
amplicon (tamanho da regido amplificada multiplicada pelo nimero de copias) € maior do que
2Mb (Piper et al., 1995). Um baixo nimero de ganhos e perdas, como trissomias e delegdes, é
detectado somente quando a regido nao-balanceada tem pelo menos 10-20 Mb (Kalioniemi et
al., 1994; Bentz et al., 1998).

Dentre as vantagens desta metodologia, estd a possibilidade de localizacdo de
seqiiéncias em excesso ou ausentes no genoma tumoral, a triagem para aberra¢des nao
balanceadas, a ndo necessidade de preparacdes cromossOmicas das amostras tumorais e a
deteccdo de delegdes que ndo podem ser distinguidas por bandamento G. A principal
limitacdo da técnica é a ndo deteccdo de rearranjos cromossdmicos, como translocacdes
reciprocas ou inversdes. Resultados pobres de hibridacdo podem ocorrer devido a presenca de
restos celulares ou por sondas de DNA contaminadas com grande quantidade de proteinas ou

de tamanho inapropriado (Verma e Babu, 1995).
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Os avangos recentes na técnica da CGH permitiram a detec¢do de aneusomias de
pequenas regides cromossdmicas (Kirchhoff et al., 1999). Este procedimento, conhecido
como CGH de Alta Resolucio (HR-CGH) (Kirchhoff et al.,, 1997; 1998), possibilita o
aumento da sensibilidade e especificidade na detec¢do de ndo balanceamentos gendmicos. A
utilizacdo da HR-CGH permite a deteccdo de delegdes no alcance de 3-5 Mbp, utilizando
intervalos de referéncia padronizados com amostras normais em detrimento de intervalos
fixados (Kirchhoff et al., 1999; 2001). Schoumans et al. (2004) demonstraram que a HR-CGH
pode ser usada para detectar delegdes inferiores a 1,8Mb, entretanto, em alguns casos
rearranjos >5Mb ndo foram detectados.

Em suma, a HR-CGH ¢ utilizada para avaliacdo de alteracdes no nimero de cdpias
genOmicas permitindo a identificagcdo de alteragdes que normalmente ndo podem ser
observadas por um caridtipo convencional. Além disso, ndo hd desvio para a andlise de
qualquer regido cromossOmica em particular e necessita-se de uma pequena quantidade de

DNA (Kirchhoff et al., 2001).
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Justificativas

Apesar dos esforcos atuais para identificar novos marcadores tteis ao diagndstico,
progndstico e como terapia alvo em tumores de glandulas salivares, pouco progresso tem sido
alcancado. Estes tumores compreendem uma classe heterogénea histologicamente e em sua
biologia. Além disso, hd um nimero limitado de relatos em literatura avaliados em nivel
citogenético e/ou molecular.

A andlise de regides gendOmicas preferencialmente envolvidas em tumores de
glandulas salivares podera contribuir para o conhecimento de genes candidatos associados a
sua génese ou progressdo de além de permitir o avango do conhecimento destas patologias

pouco estudadas sob o aspecto molecular.
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Objetivos

v Avaliar alteragdes genOmicas (ganhos e perdas de regides cromossOmicas)
utilizando a metodologia de HR-CGH (High Resolution Comparative Genomic
Hybridization) nos diversos tipos histolégicos de neoplasias de glandulas salivares;

v" Identificar alteragdes gendmicas minimas comuns a cada tipo histolégico;

v" Correlacionar os perfis gendmicos dos diferentes tipos tumorais e identificar

alteracdes comuns e diferentes em subgrupos de tumores;

v" Investigar a expressdo génica e protéica de um subconjunto de genes selecionados

ap6s a andlise das alteracdes gendOmicas identificadas pela HR-CGH.
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Material e Métodos

1. Casuistica

Foram selecionadas 64 amostras de neoplasias de glandulas salivares, obtidas dos
Arquivos do Servico de Anatomia Patolégica e do Banco de Tecidos do Hospital do Cancer
AC Camargo, Sao Paulo, para a aplicacdo da metodologia da HR-CGH. Todos os pacientes
autorizaram o estudo por Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado e que se
encontram nos arquivos do referido Hospital. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do referido hospital (CEP- n° 443/02). Os prontudrios médicos dos casos
selecionados para o estudo foram consultados para a obtencdo de informagdes clinico-
patolégicas relevantes para o estudo como: idade, sexo, consumo de tabaco, consumo de
alcool, local do tumor, data da cirurgia, tipo de cirurgia, comprometimento de linfonodos,
tamanho do tumor (maior eixo do tumor em cm), recidiva, presenga de segundo tumor
primdario, seguimento clinico e data do dltimo retorno (Anexo 1).

Entre estas 64 amostras estdo incluidas: 27 adenomas pleomérficos (AP); 11 tumores
de Warthin (TW); 6 carcinomas ex-adenomas pleomérficos (CXAP); 6 carcinomas adendides
cisticos (CAC); 4 carcinomas mucoepidermdides (CME); 3 carcinomas ductais salivares
(CDS); 3 adenocarcinomas (ACAR); 2 oncocitomas (ON) e 2 carcinomas epiteliais-
mioepiteliais (CEM). Destas amostras, 47 estavam fixadas em formalina e em blocos de
parafina (FFEP) e 17 eram provenientes de tecidos a fresco.

A classificacdo histopatoldgica foi realizada de acordo com a WHO International
Classification of Tumors (Barnes et al., 2005). O estadiamento clinico foi determinado pelo
sistema TNM (T: Tumor, N: envolvimento de linfonodos, M: metastase) do cancer (AJCC,
1992). Os pacientes ndo receberam tratamento quimioterdpico ou radioterdpico previamente a
ressec¢do cirdrgica.

Para a avaliacdo da expressdo génica por qRT-PCR em tempo real dos genes
candidatos detectados pela HR-CGH foram selecionadas 36 amostras de adenomas
pleomorficos e 3 amostras tecidos normais de glandulas salivares (adjacente a lesdao benigna)
(Anexo 2). Destas, seis amostras foram previamente utilizadas na analise de HR-CGH. Para a
avaliagdo da expressdo protéica por imunohistoquimica foram selecionados 47 casos de
tumores de Warthin (FFEP) (Anexo 3). Destes, onze casos foram previamente utilizados na
andlise da HR-CGH.
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2. Métodos

2.1 Microdissec¢ao dos espécimes

Foram realizados dois procedimentos para microdissec¢do: manual e a laser,
dependendo da presenca ou nimero de células ndo tumorais. Na microdisseccdo a laser, as
bidpsias incluidas em parafina passaram por cortes histolégicos de 5 wm para a confeccdo das
laminas. Os cortes foram entdo microdissecados a laser para selecdo e captura de 500-2000
células cujo tecido foi previamente aderido em laminas de vidro e corado com hematoxilina-
eosina, com a utilizacdo do aparelho Pix Cell Il Laser Capture Microdissection (Arcturus
Engineering, Mountain View, CA, EUA). O tecido obtido foi coletado em ‘“cap” apropriado
para extragdo de DNA.

Na microdissec¢do manual, foram obtidos cortes histoldgicos seqiienciais de 8 pm de
material fixado e em blocos de parafina. Estes cortes foram depositados sobre laminas de
vidro, sendo utilizadas para cada caso entre 8 a 10 laminas dependendo da quantidade de
tecido tumoral presente em cada corte. Apds isso, as ldminas foram submetidas a processo de
remocdo de parafina e desidratagdo em banhos de xilol e dlcool, respectivamente. Apds o
tratamento, as laminas contendo os cortes de tecido tumoral foram microdissecadas usando-se
laminas estéreis de bisturi. Como referéncia usou-se a lamina corada por hematoxilina e
eosina, previamente utilizada na selecdo dos casos, visualizada por microscopia 6ptica. O
tecido removido da lamina de vidro foi colocado em microtubos e procedeu-se a extracdo do

DNA.

2.2 Extracao do DNA

A extragdo de DNA foi realizada por meio do uso de digestdo com proteinase K
(Roche, Mannheim, Germany). Os cortes microdissecados foram incubados em tampdo de
digestdo (10 mM Tris pH 8,3; 1 mM EDTA; 0.5% Tween 20; 500 ug/mL de Proteinase K)
durante 12 horas a 37°C. Os microtubos com as amostras microdissecadas a laser foram
invertidos para permitir a acdo dos tampdes de digestdo. Procedeu-se a centrifugagio e entio
o cap foi removido e observado para verificar a permanéncia de células ndo-digeridas. Em
seguida, a enzima foi inativada por aquecimento a 95°C durante 10 minutos. O DNA foi
extraido utilizando-se de 1mL solucdo de fenol: cloroférmio: dlcool isoamilico (25:24:1) e
por fim ImL de cloroférmio: 4lcool isoamilico (24:1). O sobrenadante final foi transferido

para outro tubo onde foi feita a precipitagdo do DNA adicionando-se etanol absoluto gelado e
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acetato de amonio 7M que permaneceu durante 12 horas a -20°C. Apés centrifugacdo a
14.000 rpm por 20 minutos, o precipitado obtido foi dissolvido em dgua ultra-pura estéril e

quantificado em NanoDrop Spectrophotometer ND-1000.

2.3 Hibridacao Genomica comparativa de alta resolucao (HR-CGH)
A hibridacdo e a deteccdo do DNA teste e referéncia em preparacdes cromossdmicas
normais ocorreu como descrito por Kallioniemi et al. (1994), com algumas modificacdes. As
amostras a fresco foram marcadas pela reacio de nick translation e as amostras FFEP foram

marcadas por protocolo baseado na PCR.

2.3.1 Marcacao por Nick Translation

Para uma reacdo de volume final de 100uL, utilizou-se em média 4ul. (2ug/pl) de
DNA teste, 10pL de solugdo 10X Biotina dNTPs (biotina-14-dATP-Gibco), 2ul. de DNAse I
10mM (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA) e 1uL de DNA polimerase I 10U
(Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA). Para o DNA de referéncia foi utilizada a
digoxigenina como molécula repérter, sob as mesmas condi¢des de marcagdo descritas acima,
adicionando a solucao 20X digoxigenina dNTPs (digoxigenina-11-dUTP, Roche, Mannheim,
Germany), ao invés de biotina-14dATP, e acrescentando além dos demais reagentes o tampao
de incubagdo 10X digoxigenina. A solucdo foi mantida a 16°C durante 30 minutos.

O produto da reacdo de marcagdo foi avaliado por eletroforese em gel de agarose a 1%
durante 45 minutos a 100V para determinag@o do tamanho dos fragmentos de DNA marcados
e de sua concentragdo pela comparagdo com marcadores de peso molecular (100pb DNA
Ladder- Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA) e de concentracdo pré-
estabelecidos (250ng, 50ng e 100ng). A digestdo enzimdtica do DNA foi controlada para a
obtencdo de fragmentos entre 500 e 2000 pares de bases.

Para bloquear a acdo das DNAsel/DNA polimerase I foi utilizada uma solugdo de 10
pL de EDTA 0,5M. Os fragmentos foram precipitados com 10puL de DNA de esperma de
salmdo 10pg/pL como carreador, 10puL acetato de s6dio 3M e etanol absoluto. O precipitado
foi ressuspendido em 4gua estéril na concentracao final de 10ng/uL, baseado na concentragdo
estimada no gel de agarose, e estocado por 12 horas a -20 °C.

Um total de 100ng de DNA marcado com biotina (teste) e 100ng de DNA marcado
com digoxigenina (referéncia) foi precipitado na presenca de 1pg/ulL de DNA Human Cot-1,

acetato de s6dio 3M e etanol absoluto. A sonda foi ressuspendida em 35uL de hibrisol VII e
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desnaturada a 75°C durante 10 minutos. A sonda desnaturada permaneceu a 37°C durante

uma hora para o pré- anelamento.

2.3.2 Marcacao por SCOMP (Single Cell Comparative Genomic Hybridization)
Os DNAs obtidos das amostras FFEP foram marcados por uma abordagem baseada na
reacdo em cadeia da polimerase e no uso de oligonucleotideos adaptadores denominada

SCOMP (Single Cell Comparative Genomic Hybridization) (Stoecklein et al., 2002).

2.3.2.1 Primeira Amplificacao por SCOMP

As reacgdes de clivagem com a endonuclease de restricdo Msel, ligagdo dos
adaptadores e primeira amplificacdo pela PCR foram realizadas no mesmo tubo para prevenir
a perda de fragmentos gendmicos. Inicialmente, o DNA foi submetido & clivagem com 24U
da endonuclase de restricdo Msel (50.000 Unidades, New England Biolabs), em tampio
universal (10mM de Tris-acetato pH 7.5, 10mM de acetato de magnésio, S0mM de acetato de
potassio) a 37°C durante 3 horas. A enzima foi inativada a 65°C durante 5 minutos. Em um
tubo separado, os adaptadores foram formados pelo pareamento dos oligonuclotideos LIBI
(5-AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT-3") e ddMsel (5'-TAACTGACAGCdd-3"). Uma
solugdo contendo 15nM de cada oligonucleotideo em tampao universal foi submetida a um
gradiente decrescente de temperatura de 65° a 15°C (1 minuto por °C). Apds o pareamento
dos oligonucleotideos adaptadores, foram adicionados 1uL de dATP 10mM e 5U de T4 DNA
ligase (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA). Esta mistura foi transferida ao
DNA tratado com a endonuclease Msel e incubada a 15°C por 16 horas.

Ap6s a ligacdo dos adaptadores, o kit Expand Long PCR System (Roche, Mannheim,
Germany) foi utilizado para a amplificacdo primdria. A reagdo foi realizada em um volume
final de 41pL contendo 2.5mM de cada dNTP, 3uL. de Expand Long Template buffer 1,1uL
Expand Long Template Pol Mix 3,5U/uL e 35uL. de dgua ultra-pura estéril. A amplificacdo
ocorreu em um termociclador programdvel PTC 200 (MJ Research) e consistiu de 1 ciclo de
68°C por 3 minutos; 15 ciclos de 94°C por 40 segundos, 57°C por 30 segundos e 68°C por 1
minuto e 30 segundos com 1 segundo adicional/ciclo; 8 ciclos de 94°C por 40 segundos, 57°C
por 30 segundos com 1 segundo adicional/ciclo e 68°C por 1 minuto e 45 segundos com 1
segundo adicional/ciclo; 22 ciclos de 94°C por 40 segundos, 65°C por 30 segundos e 68°C por
1 minuto e 53 segundos com 1 segundo adicional/ciclo e 1 ciclo de 68°C por 3 minutos e 40
segundos. Em seguida, os produtos amplificados foram purificados usando o QIAquick PCR

Amplification Kit (QIAGEN), conforme recomendag¢des do fabricante.
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2.3.2.2 Segunda Amplificacdo por SCOMP

Foram utilizados 2,0uL. do produto purificado como molde numa segunda reagdo de
amplificacdo para marcagdo dos fragmentos, contendo 4uL de Expand Long Template buffer,
1,6uL do oligonucleotideo LIBI 10uM, 1,4uLl de 7/8 Nucleotide Mix (10mM de cada dGTP,
dATP e dCTP + 8,75uL. de dTTP), 1,75uL de digoxigenina 11-dUTP (para o DNA de
referéncia) ou biotina 16-dUTP (para o DNA teste) e 2ulL. de polimerase mix SU/uL. As
condicdes de amplificagdo foram: 1 ciclo de 94°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos, 72°C
por 2 minutos; 10 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 2
minutos com 20 segundos adicionais/ciclo. Em todas as amostras, o oligonucleotideo LIB/ foi
removido pelo tratamento com a enzima de restricio 7rul (Fermentas), conforme as
instrugdes recomendadas pelo fornecedor. Posteriormente, a enzima foi inativada a 65°C por
3 horas.

Aliquotas contendo quantidades equimolares de DNA (teste e referéncia) foram co-
precipitadas na presenca foram co-precipitadas na presenca de 100uL de Human Cot-1 DNA
e de 10uL DNA de esperma de salmdo, 10uL de acetato de s6dio 3M e 400uL de etanol
absoluto gelado. O tubo foi mantido & -20°C durante uma noite ou, alternativamente, a -70°C
durante 1 hora. Apds centrifuga¢do a 14000 rpm, 4°C durante 45 minutos, o precipitado foi
lavado em etanol a 70%, centrifugado a vicuo, sendo que o mesmo foi ressuspendido em
30puL de Hybrisol VII (Q-Biogene), desnaturado a 75°C por 10 minutos e mantidos a 37°C

por, no minimo, 1h para etapa de pré-anelamento.

2.3.3 Preparacoes cromossomicas

Para a hibridag¢do das sondas marcadas diferencialmente, foram utilizadas 1aminas
contendo preparagdes cromossOmicas obtidas apds cultivo de linfécitos de sangue periférico
de individuos normais. A cultura de sangue periférico de individuos normais seguiu o
protocolo de Moorhead et al. (1960) com algumas modificacdes. Em resumo, uma aliquota de
500uL de linfécitos, obtidos apds pungio de sangue periférico com o anticoagulante heparina,
foi cultivada em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) suplementado com antibidticos e soro
bovino fetal e estimulada com fitohemaglutinina (Sigma, USA) por 71 horas a 37°C.
Adicionou-se colchicina 0,0016% (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA) por 1
hora adicional a 37°C. Utilizou-se KCI 0,075M como soluc¢do hipotdnica e fixador recém-
preparado (metanol:acido acético 3:1). O procedimento de fixacdo foi repetido trés vezes.

Ap6s o gotejamento do material nas 1dminas, estas foram envelhecidas por um periodo de trés
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a quatro semanas antes do procedimento de hibridacdo e estocadas & temperatura ambiente

para uso posterior.

2.3.4 Condicoes de Hibridacao e Tratamento Pos-Hibridacao

As laminas foram desidratadas em etanol 70%, 90% e 100% (5 minutos cada) e secas
em temperatura ambiente. Apds a secagem das laminas, as mesmas foram incubadas em 10%
pepsina (Sigma, USA) e 0,01N HCI a 5 min (37°C). As laminas foram transferidas em
2XSSC por 5 min (37°C), seguidas de desidratacdo em série de etanol 70%, 90% e 100%.
Incubou-se em 70% formamida/2XSSC durante 2 min a 72°C para desnaturacdo. Apds a
desnaturacgdo, transferiu-se imediatamente para uma série de etanol 70%, 90% e 100% gelado
por 5 min cada. As ldminas foram secas antes da hibridagao.

A hibridag@o se processou pela adi¢do de 30uL da sonda em laminula, aplicacdo sobre
a lamina, vedacdo com rubber cement e incubacdo em cimara escura a 37°C por 72 horas.
Posteriormente, processou-se a lavagem em formamida 50%/2XSSC por 5 min, duas vezes a
45°C (solucao pré-aquecida). A reagdo foi bloqueada com 40uL. de bloqueador I (0,1M Tris
HCI; 0,15M NaCl; 0,5%BSA) e 40uL. de TNB (3% albumina bovina sérica, 0,1% Tween 20;
4XSSC) por 30 minutos a 37°C (camara escura). O DNA biotinilado foi detectado utilizando-
se avidina-fluoresceina isotiocianato (FITC) (Roche, Indiandpolis, USA), enquanto o DNA
com a digoxigenina foi detectado por anti-digoxigenina-rodamina (Roche, Mannheim,
Germany), na propor¢do de 9:1. As laminas foram sobrepostas com laminula e incubadas em
camara escura durante 30 minutos a 37°C. Procedeu-se a lavagem em 4XSSC/0,1% de Tween
20 a 45°C durante 5 min, por trés vezes. As laminas foram contra-coradas com SuL de

VectaShield Mounting Media for Fluorescence com DAPI (Vector, UK).

2.3.5 Selecao e Captura de imagens

Na selecdo das imagens das metéafases considerou-se o sinal de hibrida¢do em cada
cromossomo individualmente, o sinal de hibridagdo uniforme na célula, o baixo nivel de
sinais ndo especificos (background), cromossomos bem espalhados e com pouca ou nenhuma
sobreposi¢do, o padrio com no minimo 400 bandas por lote hapléide e a resolucdo do
bandamento em DAPI reverso para a identificacdo cromossdmica.

Foram capturadas, em média, 30 imagens de metafases de cada amostra usando o
microscopio Olympus BX61 conectado a um conjunto automdtico de filtros com um filtro

excitador band pass para UV/FITC (490nm), DAPI (360nm) e rodamina (570nm) em
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objetiva 100X e uma camara CCD de alta resolucdo. O software Applied Spectral Imaging
CGH View 4.0 foi utilizado na analise cromossomica. Com este software a razao da
intensidade de fluorescéncia rodamina:FITC foi expressa como uma razdo vermelho:verde.
As regides cromossOmicas de ganhos e perdas foram definidas baseando-se em uma
biblioteca de amostras normais, construida a partir da marcacdo reversa (biotina e
digoxigenina), utilizando-se DNA masculino (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad,
CA) e DNA feminino (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA) com um limite de
confianga de 99.5%. Foram capturadas e analisadas metédfases para a construgdo da biblioteca
de referéncia. Os intervalos de referéncia sdo extraidos da biblioteca que delimita o padrio
normal dos experimentos considerando os mesmos critérios de selecdo de metafases, padriao
de hibridacdo e condigdes gerais de andlise pré-estabelecidas. O intervalo de referéncia €
assinalado em azul e representa o intervalo de confianca das amostras normais. As barras
indicando perdas (vermelho) e ganhos (verde) aparecem quando o intervalo de referéncia da
amostra nio se sobrepde ao do intervalo de referéncia da biblioteca. O arquivo gerado da
biblioteca de casos normais foi utilizado na comparagdo de cada um dos casos. Essa
biblioteca é subdividida em duas, casos normais marcados por SCOMP (138 metafases) e
marcados por nick translation (74 metéafases), as quais foram independentemente usadas
dependendo do tipo do procedimento usado na amostra a ser investigada. Cada imagem de
metafase foi analisada individualmente para o padrio de hibridacdo de cada um dos
cromossomos. Cromossomos com background, sobrepostos ou com marcagdo irregular
quando comparados aos demais da mesma metafase foram eliminados da andlise. As razdes
médias dos perfis finais foram determinadas a partir das imagens de metafases que mostraram
um padrdo homogéneo de hibridag¢do (em média, 15 a 20 metafases para cada caso). Ao final
da andlise, os resultados obtidos foram agrupados e as regides significativamente alteradas
foram identificadas em cada caso. Na andlise comparativa de cada grupo tumoral as regides
minimas de perdas e ganhos gendmicos foram consideradas quando presentes em mais que

40% e 30% dos casos, respectivamente.

2.4 RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR em tempo real)

2.4.1 Extracao de RNA total
O RNA total, referente as amostras de adenomas pleomorficos selecionadas para o

estudo de qRT-PCR em tempo real, foi extraido por meio do método de trizol-cloroférmio e
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pelo Rneasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), de acordo com as recomendagdes
do fabricante.

Para a extracdo por meio de trizol-cloroférmio, o RNA total foi extraido a partir de
amostras dos tecidos tumorais adequadamente pulverizadas em cadinhos com nitrogénio
liquido. Apds a pulverizacdo, adicionou-se 1mL de Trizol (Invitrogen Life Technologies,
Inc., Carlsbad, CA), que permaneceu em temperatura ambiente até adquirir consisténcia
liquido-viscosa pela lise das células do tecido. Esse material foi transferido para um tubo de
2mL que foi levado ao vortex (20 segundos) e incubado em temperatura ambiente por 5
minutos. Em seguida seguiu-se a adi¢do de 300puL de cloroférmio, homogeneizacio,
incubagdo por 3 minutos em temperatura ambiente e centrifugagio a 14.000 rpm a 2°C por 25
minutos.

Ap6s a centrifugacio, a fase aquosa foi cuidadosamente transferida para um novo tubo
de 1,5mL, onde se adicionou 500uL de isopropanol gelado para a precipitacio do RNA.
Entdo o tubo contendo a fase aquosa foi incubado por 10 minutos a temperatura e depois foi
centrifugado durante 30 minutos a 14.000 rpm a 2°C. O sobrenadante foi removido € o
sedimento contendo RNA foi lavado com 1000ul de etanol 75% (diluido em agua DEPC).
Centrifugou-se por mais 15 minutos a 14.000 rpm a 2°C e, ap6s remogdo do sobrenadante, o
material foi mantido em temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos para
secagem do pellet. O RNA foi ressuspendido em 40uL. de 4gua DEPC, levado ao banho seco
durante 15 minutos a 65°C e em seguida colocado rapidamente em gelo durante 5 minutos. O
RNA das amostras foi eluido em dgua destilada livre de RNAse e estocado a -80°C.

Para a extracdo pelo Rneasy Mini Kit, aproximadamente 30mg de tecido tumoral
microdissecado foi adequadamente pulverizado em cadinho com nitrogénio liquido. Apds a
pulverizacdo, adicionou-se 600uL do tampdo de lise (Buffer RLT- Lysis buffer), que
permaneceu em temperatura ambiente até adquirir consisténcia liquido-viscosa pela lise das
células do tecido. Esse material foi transferido para um tubo de 2mL, agitado manualmente
durante 1 minuto e centrifugado por 3 minutos a 13.200 rpm em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e foi adicionado 350pL de etanol 70%
(preparado com 4gua DEPC). Essa mistura foi transferida para a mini coluna acoplada em
tubo coletor e foi centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm em temperatura ambiente.
Adicionou-se 700pL do tampdo de lavagem (Buffer RWI- Wash buffer) na mini coluna e
centrifugou-se por 15 segundos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. A seguir, S500uL. do

tampdo de lavagem (Buffer RPE- Wash buffer) foi adicionado na mini coluna e esta foi
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centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. A lavagem da mini
coluna com o tampdo de lavagem (Buffer RPE- Wash buffer) foi repetida. Apods centrifugar a
mini coluna por 2 minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente, esta foi transferida para
um tubo de 1,5mL e foi adicionado nela de 15 a 25puL. de 4gua RNase-free, de acordo com a
quantidade de amostra. A mini coluna acoplada ao tubo foi centrifugada por 1 minuto a
10.000 rpm em temperatura ambiente. O RNA das amostras foi eluido em dgua destilada livre
de RNAse e estocado a -80°C.

A concentragdo e integridade do RNA foi avaliada utilizando o NanoDrop (ND-1000
Spectrophotometer v.3.0.1) e por eletroforese em gel de agarose 2% corado com SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA). As bandas de RNA 18S e
28S foram visualizadas sob luz azul no transluminador Safe ImagerTM Blue-light

Transilliminator (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA).

2.4.2 Digestao do DNA e Transcricao Reversa

Para evitar contaminagcdo com DNA, as amostras foram digeridas com 1U Dnase I
Amplification Grade (Life Technologies, Rockville, MD, USA) em 10X Dnase I Reaction
Buffer e 25 mM de EDTA (pH 8.0). As reagdes foram realizadas em termociclador PTC-100
(Peltier-Effect Cycling, MJ Research, Inc., USA) por 15 min em temperatura ambiente e a
enzima foi inativada pelo aquecimento das reagdes a 70°C por 10 min. O RNA foi transcrito
em um volume final de 20uL contendo First Strand Buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8.3,
375mM KCI, 15 mM MgCl2), 10 mM de cada dNTP, 0,5ug/uL de oligo (dT)18, 0.1 M
ditiotreitol e 200 unidades de enzima transcriptase reversa SuperScriptTM II (Invitrogen Life
Technologies, Inc., Carlsbad, CA). A transcri¢éo reversa foi realizada a 42°C por 60 min e a

reacdo foi subseqiientemente inativada por 15 min a 70°C. O cDNA foi estocado a -80°C.

2.4.3 RT-PCR quantitativa (QRT-PCR)

Foram avaliadas 36 amostras de adenomas pleomorficos e trés amostras tecidos
normais de glandulas salivares foram usadas como controle. A amplificacdo pela PCR foi
realizada no ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) para os genes NEEDY, PPARG e c-MYC Os iniciadores NEDD9, PPARG, MYC e
HPRT (gene end6geno) foram delineados utilizando o software Primer Express® versdo 2.0
(PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A diluicdo dos iniciadores foi realizada
para a obtencdo de concentracdo-final de 10uM. Os dados quantitativos foram analisados

utilizando o software Sequence Detection System (v1.0; Applied Biosystems).
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As seqiiéncias dos iniciadores utilizadas para a RT-PCR quantitativa em tempo real
para os genes alvos foram: NEDD9 (forward 5° AGGCCCCTGACTGTAGCAGC 3’ e reverse
5 CCTTACCCTGTAGGTGGACGTAATC 3); PPARG (forward 5’
TGGAGACCGCCCAGGTTT 3’ e reverse 5° ACTCAGGGTGGTTCAGCTTCAG 3’); c-MYC
(forward 5’  GACTCTGAGGAGGAACAAGAAGATGAG 3’ e  reverse 5’
GCAGAAGGTGATCCAGACTCTGA 3’); e para o endogeno: HPRT (forward 5’
TCATTATGCTGAGGATTT 3’ e reverse 5’ GGCCTCCCATCTCCTTCA 3°).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em placas de 96 pocos, contendo
duplicatas de cada amostra e controle negativo, num volume final de 10uL para cada reacdo,
sendo SuL do reagente Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Warringtone,
UK), 0,2uL de cada iniciador 10uM (iniciadores forward e reverse) e 1uL. de cDNA para os
genes NEDD9, PPARG, c-MYC e HPRT. Todos os genes alvos e o endégeno de cada amostra
foram detectados na mesma placa de reagdo. As condicdes de reacdo para todos os iniciadores
foram: 95°C por 10min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15seg e 60°C por 1 min. Ao final de
cada reacdo, a curva de dissociagdo para cada gene testado foi realizada de modo a observar a
presencga de um unico pico referente a um tnico produto amplificado.

A fluorescéncia foi capturada e coletada a cada ciclo da PCR, sendo que a intensidade
de fluorescéncia detectada foi diretamente proporcional a quantidade de cDNA da amostra.
Os dados gerados foram analisados por um software especifico (Applied Biosystems, Foster
City, CA) e plotados em um grafico que mostra a intensidade de fluorescéncia versus o
ndmero de ciclos. A andlise de cada reacdo foi realizada determinando primeiramente o nivel
basal (baseline), que consiste na quantidade de fluorescéncia lida durante os ciclos iniciais da
PCR, onde ocorre pouca alteracdo de sinal. O software desconta os valores dessa
fluorescéncia basal. Em seguida, foi determinado o threshold, que deve ser selecionado na
fase exponencial da curva da PCR. O ponto em que ocorre interseccdo do threshold com a
curva de amplificacdo € determinado como Ct, ou seja, o ciclo do threshold. Todas as
amostras foram comparadas no mesmo threshold, porém o Ct varia de acordo com o ciclo em
que a curva de amplificacdo cruza com o threshold. Assim, cada amostra apresenta um valor
de Ct especifico e que estd relacionado com a quantidade de cDNA do gene em questdo
presente na amostra. A quantificacdo relativa foi calculada pelo método 2T (Ct: ciclo do
threshold; ACt - Ct do gene alvo menos o Ct do gene referéncia (HPRT); AACt - ACt da

amostra tumoral menos o ACt da amostra normal).
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2.4.4 Analise Estatistica

Os genes diferencialmente expressos nos adenomas pleomoérficos foram considerados
baseando-se nos valores de QR (Quantificagdo Relativa), em relagdo as amostras normais de
glandulas salivares.

As comparacdes dos valores de expressdo determinados pela qRT-PCR foram
realizadas pelos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. As andlises foram consideradas
estatisticamente significativas com P<0,05. Para a anélise estatistica foi utilizado o software

Graphpad Prism versédo 3.0.

2.5 Imuno-histoquimica (IHQ)

O nivel de expressdo das proteinas CDH1 (E-caderina) e HRK foi avaliado em 88
cortes referentes a 47 casos de tumores de Warthin. Tecidos fixados em formalina e em
blocos de parafina foram seccionados (3um) e estes cortes foram montados em laminas
eletricamente carregadas. As laminas foram desparafinizadas em xilol, gradualmente re-
hidratadas em uma série de dlcool e lavadas em 4gua corrente e destilada. A atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com peroxidase de hidrogénio 3% e os cortes foram
incubados com os anticorpos primdrios E-caderina (BD Transduction # C20820) (dilui¢do
1:500) e HRK (Abcam, # ab59907) (1:200) por 18h a 4°C. Os cortes foram lavados em PBS
(phosphate buffer saline), incubados por 30 min com o anticorpo biotinilado secundario
(Advance™ HRP Link, Dako cod# K4068, Carpinteria, CA, EUA) e mais 30 min com o
complexo peroxidase estreptoavidina (Advanced TM HRP Link, Dako Cytomation, K0690,
Denmark). A reagéo foi revelada com o cromégeno 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloride
(DAB, Sigma, D-5637, EUA) e contra-corada com hematoxilina de Herris. Laminas para o
controle negativo e positivo foram incluidas em cada ensaio. O escore de positividade foi
realizado visualmente pela estimativa da porcentagem de coloragdo positiva para a membrana
(CDH1) e citoplasma (HRK) em 10% das células neoplasicas. As amostras foram agrupadas
em: intensidade fraca (1), moderada (2) e forte (3). A extensdo da positividade foi avaliada
em: marcacgdo até 1/3 do corte (1), 1/3 a 2/3 (2) e mais de 2/3 (3). Para a proteina CDH1 foi
avaliada também a marcagéo positiva da membrana para o ducto de glandula salivar normal e

dcinos adjacentes ao tumor de cada caso, quando presentes no corte.
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Resultados

1. Analise das alteracoes genomicas dos TGS

Sessenta e quatro casos de TGS foram analisados por HR-CGH, incluindo 27 AP; 11
TW; 6 CXAP; 6 CAC; 4 CME; 3 CDS; 3 ACAR; 2 ON e 2 CEM.

Em média, 30 imagens de metafases foram capturadas e analisadas em cada caso,
sendo selecionadas em média, 15-20 para a obtencdo do perfil de interpretacdo final. A
Figura 1 ilustra o padréo de hibridagéo e qualidade das metafases analisadas para os casos de
TGS de amostras FFEP; e a Figura 2 para os casos de TGS a fresco. Tanto a hibridacdo
como o perfil individual de cada caso foi de 6tima qualidade para ambas as metodologias de
marcacdo das sondas.

A comparacdo com a biblioteca de casos normais para a defini¢do de alteragcdes com
nivel de confianga de 99,5% mostrou perdas e ganhos gendmicos, embora prevalecessem as
perdas gendmicas. As regides minimas comuns de alteracdes gendmicas resultantes da andlise
de HR-CGH para as 66 amostras de TGS estao representados nos Anexos 3 e 4.

As regides minimas de ganhos e perdas gendmicas comuns a cada tipo tumoral (AP,
TW, CXAP, CAC, CME, ACAR, CDS, ON e CEM) estao representadas nas Tabelas 2-10.
Os ideogramas finais contendo as alteracdes gendmicas comuns mais freqiientes para cada
tipo tumoral em comparacdo com a biblioteca de casos normais estdo representados nas

Figuras 3-11.
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Figura 1. Padrio de hibrida¢do da amostra de tumor de Warthin (TW13). O DNA de amostras FFEP foi
marcado pela metodologia de SCOMP. A) Imagem capturada com filtro no espectro verde. B) No
espectro vermelho. C) Com filtro triplo. D) Padrdo de Banda G (DAPI-reverso). E) A linha em azul
escuro indica o perfil de alteragdes médio de ganhos e perdas ao longo do cromossomo 1. O intervalo
azul-claro representa a variacdo normal entre todos os cromossomos 11 analisados da biblioteca de
casos normais. A presenca de alteracdes de perdas e ganhos € detectada quando o perfil médio do caso
analisado (linha azul-escuro) ultrapassa os limites do perfil médio da biblioteca (intervalo azul-claro). O
desvio da linha azul-escuro para a esquerda indica perdas e para a direita indica ganhos, representados

por barras vermelhas e verdes, respectivamente, ao lado do ideograma, indicando a localizacdo
cromossdmica da alteracio
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Figura 2. Padrdo de hibridacdo da amostra de carcinoma adendide cistico (CAC1F). O DNA
das amostras a fresco foram marcadas pela metodologia de nick translation. A) Imagem
capturada com filtro no espectro verde. B) No espectro vermelho. C) Com filtro triplo. D)
Padrao de Banda G (DAPI-reverso). E) A linha em azul escuro indica o perfil de alteragcdes
médio de ganhos e perdas ao longo do cromossomo 1. O intervalo azul-claro representa a
variagdo normal entre todos os cromossomos 1 analisados da biblioteca de casos normais.
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1.1 Adenomas Pleomérficos

Entre os 22 AP de arquivo (FFEP) analisados por HR-CGH utilizando método de
marcagdo baseado na PCR (SCOMP), os ganhos mais freqiientes (presentes em mais de 40%
dos casos) envolveram 1q22, 1q23, 3pl12, 3ql2-q13.1, 4q13, 5p15.2-p15.3, 5923, 7ql1.2,
8p23, 11p11.2, 11p12, 11p13, 11p14, 11pl5, 11q12, 12p11.2-p12, 17p13 e Ypl11.2-p11.3. As
perdas genémicas presentes em mais de 60% dos casos foram observadas em 1p22, 1p31,
1p32-p33, 1q32, 2p13, 3q21-q22, 3924, 3q25, 3q26.1, 5931, 6p12-p21.1, 6p21.3, 6q24, 7pl5,
7q31, 7q32-q33, 8q24.1-q24.2, 9931, 10g21, 10g24-q25, 10q26, 12q21-q22, 12923, 12q24.1,
12q24.2-q24.3, 14924, 16pl2, 16pl13.1, 16p13.2, 16q23, 17921, 19p13.1-p13.2, 19q13.1,
19q13.2, Xq22, Xq23-q24 e Xq25 (Tabela 2, Figura 3-A).

Entre os AP a fresco (cinco casos) avaliados por HR-CGH utilizando marcagdo por
nick translation, os ganhos mais freqiientes (presentes em mais de 40% dos casos)
envolveram as regides 1pl12-pl3, 1p34.1-p35, 1923-q24, 2pl11.2-p12, 3q13.3-g21, 7ql1.2,
8ql12-ql13, 10q11.2, 10921, 11q12-q13 e Xpl1.2-p11.4; e as perdas (presentes em mais de
60% dos casos) 1gq43-q44, 2p21, 2q31-q32, 2q34, 2q35-q37,3-q27, 3q28-q29, 4p13-pl5.1,
4q32, 4933-q35, Spl4-pl5.2, 5p15.3, 6q16-q21, 6q23-q24, 7q31-q33, 7q34-q36, 8p21, 8q22-
q23, 11923-q24, 11925, 12q21-q24.1, 13qg21, 13q22-q31, 13q32-q34, 14q921-q31, 15921,
15925-q26, 16q12.2-q21, 16q22-q24, 18p11.2, 18q11.2-q23, 19q13.1-q13.2, 20p12, 20p13,
20q11.2,20q12, 20q13.1-q13.3, 21922, 22q11.2-q13 e Xq23-q27 (Tabela 2, Figura 3-B).

As regides minimas comuns consistentes entre os dois grupos de AP foram ganhos em
1923, 7q11.2 e 11q12; e perdas em 1q32, 1g41, 2p21, 2q32, 3p23, 4p15.1, 4p15.3, 5p12-p14,
5q13, 6ql6-q21, 6q24-q25, 7q31, 7q34-q36, 8q24.1-q24.3, 9p21, 9q32-q34, 11q23-q24,
11925, 12pl13, 12q21-q24.1, 12q24.2-q24.3, 13q21-q22, 14924, 15924, 16q22-q24, 17925,
19q13.1-q13.2, 20p12-p13, 20ql11.2, 20ql12, 20q13.1-q13.2, 22ql3, Xq22 e Xq23-q25
(destacadas na Tabela 2).

As perdas gendmicas foram mais freqiientes do que os ganhos na andlise das 27

amostras de adenomas pleomorficos (Figura 4).
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Tabela 2. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos detectados entre as 27 amostras de adenomas pleomorficos (AP).

Cromossomos AP fixadas em formalina e em blocos de parafina (casos) AP a fresco (casos)
Ganhos Perdas Ganhos Perdas
1922 (10); 1923 (9) 1p21 (14); 1p22 (17); 1p31 (18); 1pl2-p13 (2); 1p34.1-p35 (4); 1q32-q41 (2); 1g43-q44 (3)
1 1p32-p33 (15); 1p34.1 (12); 1932 1q23-q24 (2)
(16); 1q41 (14)
2p25 (7); 2937 (8) 2p13 (15); 2pl4 (13); 2p21-p23 (14); 2pl11.2-pl12(2) 2p21 (3); 2q22-q24 (2); 2q31-q32
2 2p24 (12); 2932 (13) (3); 2933 (2); 2q34 (4); 2935-q37
3
3pl12 (9); 3ql2-q13.1 (10); 3q13.2 3p21 (14); 3p23-p24 (12); 3q13.3 3ql3.3-q21 (2) 3p22-p23 (2); 3926.2 (2); 3q26.3-
3 (8); 3929 (7) (12); 3q21-q22 (15); 3q23 (12); 3q24 q27 (3); 3928-q29 (4)
(15); 3¢25 (16); 3q26.1 (15)
4 4q12 (8); 4q13 (9) 4p15.1 (12); 4p15.3 (12) - 4p13-p15.1 (3); 4p15.2-p15.3 (2);
4q13 (2); 4932 (4); 4933-935 (3)
5p15.2-p15.3 (10); 5923 (9) 5p12 (12); 5p13 (13); 5p14 (14); - 5p12-p13 (2); 5p14-p15.2 (4);
5 5q13 (13); 5931 (16); 5q32-q33 (12); 5p15.3 (3); 5q12-q13 (2); 5923-
5q34 (14); 5935 (12) q35(2)
6p24-p25 (8) 6p12-p21.1 (15); 6p21.2 (14); 6p21.3 - 6q16-q21 (4); 6q23-q24 (4);
6 (17); 6p22 (14); 6ql6 (14); 6q21 6q25-q27 (2)
(12); 6924 (16); 6925 (14); 6926
12)
7p21 (7); 7q11.2 (9) pl13 (13); 7pl4 (14); Tpl15 (15); 7q11.2(2) 7q31-q33 (3); 7q34-q36 (4)
7 7p21 (13); 7q31 (17); 7q32-q33 (15);
7q34 (13); 7q35-q36 (12)
8p23 (9) 8q24.1-q24.2 (15); 8q24.3 (12) 8q12-q13 (2) 8p12 (2); 8p21 (3); 8p22-p23 (2);
8 8921.3 (2); 8922-q23 (3); 8q24.1-
q24.3 (2)
9 9p23-p24 (8); 9921 (8) 9p21 (14); 9922 (14); 9931 (15); - 9p21 (2); 9p23-p24 (2); 9932-q34
9q32-q34 (13) 2)
10 - 10921 (16); 10922 (13); 10q24-q25 10q11.2 (2); 10921 (3) -
(17); 10926 (15)
1 11p11.2 (11); 11p12 (12); 11p13 (9); 11q23-q24 (13); 11q25 (14) 11q12-q13 (2) 11p13-p14 (2); 11q23-q24 (4);
11p14 (12); 11p15 (9); 11q12 (9) 11925 (3)
12p11.2-p12 (9); 12p13 (8) 12p13 (12); 12q15 (13); 12q21-q22 - 12p11.2-p13 (2); 12q21-q24.1 (3);
12 17); 1223 (20); 12q24.1 (17); 12q24.2-q24.3 (2)
12q24.2-q24.3 (15)
13 - 13q21-q22 (14) - 13q12-q13 (2); 13¢21 (4); 13q22-
q31 (5); 13932-q34 (3)
14 14q12 (8) 14q24 (15) - 14q12-q13 (2); 14q21-q31 (3);
14932 (2)
15 - 15q24 (13) - 15q14-q15 (2); 15921 (3); 15q22-
q24 (2); 15q25-q26 (3)
16 - 16p11.2 (13); 16pl12 (18); 16pl13.1 - 16q12.2-q21 (3); 16q22-q24 (4)

(17); 16p13.2 (15); 16pl3.3 (12);
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17
18

19

20
21
22
X
Y

17p13 (9); 17¢25 (7)
18p11.2 (7)

20q13.3 (7)

22q13 (8)
Xp22.1-p22.3 (7)

Yp11.2-p11.3 (10)

16q22 (14); 16923 (15); 16q24 (14)
17921 (16); 17q22 (12); 17¢25 (12)

19p13.1-p13.2 (15); 19p13.3 (14);
19q13.1 (15); 19q13.2 (17); 19q13.3
(13)

20p12 (14); 20p13 (12); 20q11.2
(13); 20q12 (14); 20q13.1 (12);
20q13.2 (13)

22q13 (13)
Xq22 (15); Xq23-q24 (18); Xq25
(15)

Xpl1.2-p11.4 (2)

17q24-q25 (2)
18p11.2 (3); 18p11.3 (2); 18q11.2-
423 (5)

19q13.1-q13.2 (3)

20p11.2 (2); 20p12 (4); 20p13 (3);
20q11.2 (3); 20q12 (3); 20q13.1-
q13.3(5)

21921 (2); 21922 (3)
22q11.2-q13 (4)

Xq21-q22 (2); Xq23-q27 (3)

Amostras FFEP (AP15, AP16, AP17, AP18, AP19, AP28, AP29, AP34, AP37, AP39, AP40, AP41, AP43, AP45, AP46, AP47, AP49, AP50, AP51, AP53, AP54 e AP55) e
amostras a fresco (AP2F, AP5F, AP7F, APSF e APOF) incluidas na andlise. Entre paréntesis encontra-se o nimero de casos em que foi observada a alteragdo cromossdmica.

Estdo indicadas em neegrito as alteracbes comuns observadas entre as amostras a fresco e em FFEP.
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amostras a fresco de AP (B) identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda indicam perdas (vermelho) e a direita indicam ganhos (verde).
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Figura 4. Representacdo grifica da freqiiéncia de perdas e ganhos cromossomicos detectados por HR-CGH nas 27 amostras de AP

analisadas.
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1.2 Tumores de Warthin

Entre os 11 tumores de Warthin FFEP analisados, os ganhos mais freqiientes
(presentes em mais de 30% dos casos) foram observados em 4ql2-q21, 4q22-q23, 4q24,
4q25, 4927, 5921, 7q11.2, 7q21, 11pll.2 e 11ql2; e as perdas (presentes em mais de 80%
do casos) em 1p13-p21, 1p32-p34.2, 1p34.3, 1p35-p36.1, 1921, 1922, 141, 1q42-q44, 2pl6-
p21, 2p24, 2ql4.1, 2q14.3, 2q36-q37, 3pl4, 3p21-p25, 3q13.3, 3921-q25, 3927, 4p15.3-pl6,
4q31.1, 4q31.2-q34, 4935, 5931-q35, 6p22, 6q22, 6q24, Tpl2-p22, 7q33-q35, 7q36, 8q22,
8923, 8q24.1-q24.3, 9pl12, 9pl3, 9p21, 9p22-p23, 9q22-q34, 10pl13-pl4, 10g21, 1022,
10923, 10924, 10q25, 10926, 11p12, 11922, 11923-q25, 12q13-ql4, 12921, 12q22-q24.2,
12q24.3, 14q24, 14q31, 14932, 15921, 15922, 15923-q24, 15925-q26, 16pl1.2-p13.2,
16p13.3, 16q12.1-q24, 17p11.2-p12, 17q11.2-q25, 18p11.2-p11.3, 18ql1.2, 18ql2, 18q21-
q23, 19pl13.1-p13.2, 19p13.3, 19q13.1-q13.4, 20p11.2-p13, 20ql1.2-q12, 20q13.1-q13.2,
20q13.3, 21922, 22q11.2-q13 e Xp21-p22.1 (Tabela 3, Figura 5).

As perdas gendmicas foram muito mais freqiientes do que os ganhos na analise das 11

amostras de TW FFEP (Figura 6).
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Tabela 3. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos observadas entre as 11
amostras FFEP de tumores de Warthin (TW).

Cromossomos

TW parafinados (casos)

Ganhos

Perdas

10

11

12
13
14

15

16

17

18

19

20

21
22

X
Y

4q12-q21 (3); 4922-q23 (4); 4924 (3); 4925
(4); 4927 (3)

5q21 (4)

7q11.2 (4); 7921 (3)

11p11.2 (3); 11q12 (4)

1p12 (7); 1p13-p21 (9); 1p31 (8); 1p32-
p34.2 (10); 1p34.3 (11); 1p35-p36.1 (9);
1p36.2-p36.3 (8); 1921 (10); 122 (9); 1923
(7 1924 (8): 1q25-q32 (7): g4l (11);
1q42-q44 (9)

2pl4-p15 (7); 2pl6-p21 (9); 2p22-p23 (8);
2p24 (10); 2p25 (7); 2q12-q13 (8); 2ql4.1
9); 2q14.2 (8); 2q14.3 (9); 2q21-q22 (8);
2q34 (7); 2935 (8); 2q36-q37 (9)

3pl4 (10); 3p21-p25(9); 3ql13.3 (9); 3q21-
q25 (10); 3926.1-q26.3 (8); 3927 (9); 3q28-
429 8)

4pl4 (7); 4pl15.1-p15.2 (8); 4p15.3-p16 (10);
4q31.1 (9); 4931.2-q34 (10); 4935 (9)
S5pl13-p15.1 (7); 5p15.3 (7); 5q12-q13 (8);
5q14 (7); 5921 (7); 5923 (8); 5q31-q35 (10)
6p12 (7); 6p21.1 (8); 6p21.2-p21.3 (7); 6p22
(9); 6p23 (8); 6q16-q21 (7); 6922 (9); 6q24
(9): 6925-927 (8)

Tp12-p22 (9); 7922 (8); 7933-q35 (10); 7q36
an

8p12 (7); 8922 (9); 8q23 (10); 8q24.1-q24.3
an

9p12 (10); 9p13 (9); 9p21 (11); 9p22-p23
(10); 9921 (8); 9922-q34 (10)

10p12 (7); 10pl3-p14 (9); 10921 (10);
10g22 (11); 10g23 (10); 10g24 (11); 10925
(10); 10926 (9)

11p12 (9); 11p13-p15 (8); 11ql3 (7); 11ql4
(7); 11922 (9); 11923-q25 (10)

12p12-p13 (8); 12q13-ql4 (10); 12q15 (7);
12921 (10); 12q22-q24.2 (11); 12q24.3 (10)
13q31 (7); 13q32-q34 (8)

14q22 (7); 14923 (8); 14q24 (10); 14q31
(11); 14932 (10)

15q14-q15 (7); 15921 (9); 15922 (10);
15923-q24 (11); 15925-q26 (9)
16p11.2-p13.2 (11); 16p13.3 (10); 16q12.1-
q24 (11)

17p11.2-p12 (10); 17p13 (8); 17ql11.2-q25
an

18pl11.2-p11.3 (11); 18qll.2 (9); 18ql2
(10); 18q21-q23 (11)

19p13.1-p13.2 (11); 19p13.3 (10); 19q13.1-
ql3.4 (11)

20p11.2-p13  (11); 20qll.2-q12  (9);
20q13.1-q13.2 (11); 20q13.3 (10)

2122 (10)

22q11.2-q13 (10)

Xpll.2 (7); Xp2l-p22.1 (9); Xqg21 (8);
Xq22-q27 (8)

Amostras incluidas na andlise: TW5, TWS, TW10, TW12, TW13, TW14, TW15, TW16, TW17, TW18 e TW19.
Entre paréntesis estdo o nimero de casos que apresentou a anormalidade
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Figura 5. Ideograma representativo das regides minimas comuns alteradas mais freqiientes entre as
11 amostras FFEP de tumores de Warthin identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda

indicam perdas (vermelho) e a direita indicam ganhos (verde).
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Figura 6. Representacdo grifica da freqiiéncia de perdas e ganhos cromossdmicos nas 11 amostras de TW analisadas por HR-CGH.
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1.3 Outros TGS

Entre os seis CXAP fixados e em blocos de parafina, os ganhos mais freqiientes
(presentes em mais de 50% dos casos) envolveram as regides 2q33, 2q36, 4q24-q26, 4q34,
8p22-p23, 8q21.3-q22, 11pl2, 11pl4, 12q14-q15 e 13q14; e as perdas (presentes em mais de
70% dos casos) 1p13, 1p21, 1p22, 1p31, 1p32-p35, 1932, 2p14-p24, 2q34, 3pl4, 3p21, 3g21-
q24, 4pl5.1, 4p15.3, 5q11.2-q14, 5921, 5923, 5931, 5934, 6p21.3, 6p22, 6q16-q22, 6923,
6q24-q25, 6q26-q27, 7p12-p13, Tpl4-pl5, 7p21-p22, 7ql11.2-q22, 7q31, 7q35-q36, 8pl11.2-
pl2, 8923, 9p12-p21, 9p22-p23, 9q21-q22, 9q31-q34, 10p11.2-p12, 10q11.2-q22, 10925-q26,
11pl1.2, 11pl4-pl5, 11923, 12p12-pl13, 12922, 12q24.1-q24.2, 13q21-q22, 14ql2, 14ql13,
14921-q23, 14924, 14q31-q32, 15915, 15921-q25, 16p11.2, 16p12-p13.1, 16p13.2, 16q12.1-
ql3, 16921-q22, 16923, 17p11.2-p12, 17q11.2-q21, 18p11.2, 18p11.3, 18ql2-q21, 19q13.2-
ql3.3, 20q11.2-q12, 20q13.1-q13.3, 21g22, 22q12-q13, Xpl11.4-p21, Xql2-q21 e Yqll.2
(Tabela 4, Figura 7).
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Tabela 4. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos observadas entre as seis
amostras FFEP de carcinomas ex-adenomas pleomorficos (CXAP).

Cromossomos CXAP parafinados (casos)
Ganhos Perdas
1p13 (5); 1p2l (4); 1p22 (5); 1p31 (6);
1 - 1p32-p35 (4); 1p36.1-p36.3 (3); 1g31 (3);
1932 (4); 1q41-g42 (3)
) 2p12-p13 (3); 2pld-p24 (4); 2q13 (3);
2 2933 (3); 2436 (3) 2q14.3-q21 (3); 2934 (4); 2435-37 (3)
3 ) 3p12-p13 (3); 3pl4 (5); 3p21 (4); 3p24 (3);
3q21-q24 (4); 3q25-q26.1 (3)
4 4q24-q26 (3); 4934 (3) 3p14 (3); 4p15.1 (4); 4p15.2 (3); 4p15.3 (4);
pl6 (3)
5pl4-p15.3 (3); 5q11.2-q14 (4); 5q15 (3);
5 - 5q21 (4); 5923 (4); 5931 (5); 5933 (3); 5934
4
6p12-p21.1 (3); 6p21.3 (4); 6p22 (5); 6p23-
6 - p25 (3); 6ql4 (3); 6q16-q22 (4); 6923 (5);
6q24-q25 (6); 6q26-q27 (4)
Tpll.2 (3); Tpl2-pl3 (5); 7pl4-pl5 (4);
7 - Tp21-p22 (5); 7ql11.2-q22 (4); 7931 (6);
7q32-q34 (3); 7935-q36 (4)
8 8p22-p23 (3): 8q21.3-q22 (3) 225;(246312 4); 8p22 (3); 8qll.2-q12 (3);
9 ) 9p12-p21 (6); 9p22-p23 (4); 9921-q22 (6);
9q31-q34 (5)
10 ) 10p11.2-p12 (4); 10p13-p15 (3); 10ql1.2-
q22 (5); 10924 (3); 10q25-q26 (4)
, 11pll.2 (5); 11pl2 (3); 1lpld-pl5 (4);
1 Hp12 (3); 1pl4 () 11q12-q14 (3); 1123 (4); 1124-q25 (3)
12p11.2 (3); 12pl2-pl3 (4); 12q21 (3);
12 12q14-q15 (4) 12q22 (4); 12923 (3); 12q24.1-q24.2 (4);
12q24.3 (3)
13 13q14 (3) 13921-q22 (4)
” - 14q11.2 (3); 14q12 (5); 14q13 (6); 14¢21-
q23 (5); 14q24 (6); 14g31-q32 (4)
15 - 15q13-q14 (3); 15ql5 (6); 15921-q25 (4);
15926 (3)
- 16p11.2 (5); 16p12-p13.1 (5); 16p13.2 (4);
16 16p13.3 (3); 16ql12.1-q13 (5); 16q21-q22
(4); 16q23 (5); 16q24 (3)
17 - 17p11.2-p12 (5); 17q11.2-q21 (4)
18 - 18pll.2 (5); 18pll.3 (4); 18qll.2 (3);
18q12-q21 (4)
19 - 19q13.1 (3); 19q13.2-q13.3 (4); 19q13.4 (3)
20 - 20p12 (3); 20q11.2-q12 (5); 20q13.1-q13.3
(C)]
21 - 2121 (3); 21q22 (4)
22 - 22q12-q13 (4)
X - Xpl1.2 (3); Xpll.4-p2l (4); Xp22.1-p22.2
(3); Xq12-q21 (5); Xq25 (3);
Y - Yql1.2 (4)

Amostras incluidas na andlise: CXAP1, CXAP2, CXAP3, CXAP4, CXAP5 e CXAP6. Entre paréntesis estd o

nimero de casos em que foi detectada a alteragdo gendmica.
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Figura 7. Ideograma representativo das regides minimas comuns alteradas mais freqiientes entre as
seis amostras FFEP de CXAP identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda indicam

perdas (vermelho) e a direita indicam ganhos (verde).
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Entre os cinco CAC a fresco analisados, os ganhos mais freqiientes (presentes em
mais de 40% dos casos) envolveram 1pl12-p13, 1q21-q22, 2p11.2-p12, 2q11.2-q13, 2ql4.1,
3pl2, 3q13.1-q13.3, 4921-q22, 4924, 5q11.2, 5q12, 7q11.2, 10g21; e as perdas (presentes em
mais de 60% dos casos) 1p36.2-p36.3, 1q32-q44, 2p21-p22, 2p23-p24, 2q32-q33, 2q34,
2q35-q36, 2q37, 3p21-p23, 3q24-q25, 3q26.1-q29, 4p15.1-p15.3, 4q31.1, 4932, 4q33-q35,
S5pl4-pl15.1, 5p15.2-p15.3, 5q31-q34, 6p22-p23, 6q22-q23, 6q24, 6q25-q27, 7p15-p21, 7931,
7q32-q36, 8p22, 8923, 8q24.1, 9p13-p21, 9p23-p24, 9922-q31, 9933-q34, 11p12-p13, 11pl4-
pl5, 11923-q25, 12921, 12q22-q23, 12q24.1, 13q21-q22, 13q31-q32, 13933, 13q34, 14q23-
q24, 14q31-q32, 15921, 15q24-q25, 15926, 16p12-p13.1, 16q12.1-q12.2, 16q13-q22, 16q23-
q24, 17pl11.2, 17p12, 17p13, 17q24-q25, 18pl11.2, 18ql1.2-q13, 20p12-p13, 20q11.2-q12,
21921, 21922, 22q11.2-q13, Xp21-p22.1, Xq22-q24, Xq25 (5) e Xq26-q28 (Tabela 5, Figura
8).

Foram observadas regides minimas comuns consistentes entre o caso FFEP de CAC e
o grupo de CAC a fresco, envolvendo perdas em 1q32-q44, 2p16-p22, 2p23-p24, 2q33-q35,
3p21-p22, 3q24-q25, 3q26.3, 4q31.1, 4q33-q34, Spl4, 5q31-q34, 6925, Tpl4-p21, 7q22,
7q31-q36, 8p21-p22, 8q23-q24.1, 9q22-q31, 9934, 10923-q26, 11q23, 12q22-q23, 13q22-
q31, 1424, 16922, 19q13.4, 21922, 22q13, Xp21-p22.1, Xp22.2, Xq23 e Xq27 (destacadas

na Tabela 5). Nao foram observados ganhos em comum nestes dois grupos.
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Tabela 5. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos observadas em um caso de carcinoma adendide cistico (CAC) em parafina e

cinco amostras a fresco.

Ganhos

Perdas

Ganhos

Perdas

10

11

12

13

14

15

16

17
18 -

20

1q32; 1q43-q44

2pl2-pl6; 2pl16-p22; 2p23-p24;
2q13-q22; 2q23-q24; 2q31; 2q33-q35

3p21-p22; 3q23; 3q24-q25; 3q26.3
4pl6; 4q22-q26; 4q28-q31.1; 4q33-
q34

5pl13-pl4; 5q22; 5q31; 5¢q34-q35
6q25

7pl4-p15; 7pl5; 7p21-p22; 7qll1.2;
7q22;7q31; 7q31-q36

8p21-p22; 8q13; 8q23-q24.1
9q22-q31; 9932-q34

10g21;

10926
11q12-q13; 11923

10q23-q24;  10q24-q25;
12q22-q23; 12q24.3
13q22-q31

14q21; 14924

16p11.2-p13.2; 16q22; 16q23-q24

18p11.3; 18q22-q23
19p13.1-p13.3; 19p13.2; 19q13.4

1p12-p13 (3); 1921-q22 (4)

2p11.2-p12 (3); 2q11.2-q13 (4); 2q14.1
3)

3p12 (2); 3q13.1-q13.3 (4)
4q21-q22 (3); 4q24 (2)

5q11.2 (3); 5q12 (2)

7q11.2 (4)

10921 (2)

1p36.2-p36.3 (3); 1q31 (2); 1q32-q44
(&)

2p16-p21 (2); 2p21-p22 (4); 2p23-p24
(5); 2p25 (2); 2q32-q33 (4); 2934 (5);
2q35-q36 (4); 2937 (5)

3p21-p23 (3); 3p24-p25 (2); 3q24-q25
(4); 3¢q26.1-q29 (5)

4pl4 (2); 4p15.1-p15.3 (3); 4¢31.1 (3);
4q32 (5); 4933-q35 (4)

5p14-p15.1 (5); 5p15.2-p15.3 (3);
5q31-q34 (4)

6p22-p23 (3); 6p24 (2); 6q22-q23 (5);
6924 (4); 6925-q27 (5)

7p14 (2); 7p15-p21 (3); 7q21-q22 (2);
7q31 (4); 79q32-q36 (5)

8p21 (2); 8p22 (3); 8p23 (2); 8q23 (5);
8q24.1 (3); 8q24.2-q24.3 (2)

9p13-p21 (3); 9p23-p24 (3); 9922-q31
(3):9933-q34 (4)

10923-q26 (2)

11p12-p13 (3); 11pl4-pl5 (4); 11923-
Q254

12p12-p13 (2); 12q21 (4); 12q22-q23
(5); 12q24.1 (4); 12q24.2 (2)
13q12-q14 (2); 13q21-q22 (5); 13q31-
q32 (4); 13933 (5); 13934 (4)

14922 (2); 14q23-q24 (4); 14q31-q32
3

15q14-q15 (2); 15921 (3); 15922 (2);
15q24-q25 (3); 15926 (4)

16p12-p13.1 (3); 16p13.2 (2); 16q12.1-
ql2.2 (3); 16q13-q22 (4); 16q23-q24
(%)

17p11.2 (5); 17p12 (4); 17p13 (3);
17923 (2); 17q24-q25 (5)

18p11.2 (4); 18q11.2-q13 (4)
19q13.2-q13.4 (2)

20p12-p13 (3); 20q11.2-q12 (3);
20q13.1 (2)



271 - 21¢22 - 21q21 (4); 21q22 (5)

22 - 22q13 - 22q11.2-q13 (4)
- Xpl1.3-pl1.4; Xp21-p22.1; Xp22.1- - Xp21-p22.1 (3); Xp22.2 (2); Xq22-q24
p22.3; Xq13; Xq23; Xq27 (3); Xq25 (5); Xq26-q28 (4)
Y - Ypl1.2 - Ypll.2 (2); Yq11.2 (2)

A amostra FFEP refere-se ao CAC1 e amostras a fresco aos casos CAC1F, CAC2F, CAC3F, CACA4F e CACSF. Entre paréntesis estd o nimero de casos em que foi detectada a
alteracdo gendmica.
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Figura 8. Ideograma representativo das regides minimas comuns alteradas mais freqiientes entre as
cinco amostras a fresco de CAC identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda
indicam perdas (vermelho) e a direita indicam ganhos (verde).

Entre os quatro casos de CME a fresco analisados, os ganhos mais freqiientes
(presentes em mais de 50% dos casos) envolveram 1p31, 1q23-g25, 10q11.2-g21 e 12q13; e
as perdas (presentes em mais de 75% dos casos) 2p22-p23, 2932, 2q34-q37, 3q24, 3q26.1-
q26.3, 3q27-q28, 3929, 4q32-q35, 6ql16-g21, 6923, 6q24-q27, 7931, 7q34-q35, 7q36, 8q23,
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11p14, 11q23-q24, 13q21-q22, 13q31, 13q32-q34, 15q14, 16q12.1-q24, 18q11.2-q12, 18q21-
q22, 18q23, 20q12-q13.1, 21q11.2, 21q21-q22 e 22q11.2-q13 (Tabela 6, Figura 9).

Tabela 6. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos observadas entre as
quatro amostras a fresco de carcinomas mucoepiderméides (CME).

Cromossomos CME a fresco (casos)
Ganhos Perdas

1 1p31 (3); 1923-q25 (2) 1q32-q41 (2)

) i 2p16-p21 (2); 2p22-p23 (3); 2932 (3);
2q34-q37 (3)

3 ) 3p22 (2); 3924 (3); 3925 (2); 3q26.1-
q26.3 (4); 3q27-q28 (3); 3929 (4)

4 - 4p14-p15.1 (2); 4932-q35 (3)

5 - 5pl14-p15.2 (2); 5q32-q34 (2)

6 i 6q16-g21 (3); 6922 (2); 6923 (4); 6q24-
Q27 (3)

7 ) 7931 (3); 7932-q33 (2); 7q34-q35 (3);
7q36 (4)

8 - 8q12-q13 (2); 8q21.3-q22 (2); 8923 (3)

- 9q22-q31 (2)

10 10gq11.2-g21 (2) -

1 ) 11p13 (2); 11p14 (3); 11p15 (2); 11q23-
q24 (3); 11925 (2)

12 12q13 (2) 12921 (2); 12q24.3 (2)
13921-q22 (4); 13q31 (3); 13g32-q34

13 -
4

14 - 14q24-q31 (2)

5 i 15q12-q13 (2); 15q14 (3); 15q15-q22
(2); 15q24-q26 (2)

16 - 16q12.1-q24 (3)

17 - 17q11.2-q12 (2); 17924-925 (2)
18q11.2-q12 (3); 18q21-q22 (4); 18q23

18 -
3)

19 - -

20 i 20p11.2-p12 (2); 20q11.2 (2); 20ql12-
ql3.1 (3); 20q13.2-q13.3 (2)

21 - 21q11.2 (3); 21q21-q22 (4)

22 - 22q11.2-q13 (3)

X - Xq25-q26 (2)

Y - Ypll.2 (2)

Amostras incluidas na andlise: CME1F, CME2F, CME3F e CMEA4F. Entre paréntesis estd o nimero de casos em

que foi detectada a alteragido genomica.
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Figura 9. Ideograma representativo das regides minimas comuns alteradas mais freqiientes entre as
quatro amostras a fresco de CME identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda
indicam perdas (vermelho) e a direita indicam ganhos (verde).

Entre os trés ACAR a fresco foram observados ganhos freqiientes (presentes em
~70% dos casos) em 1p13 e 1p34.2-p35; e as perdas (100% dos casos) em 2q34-q36, 3p21-
p22, 3q26.1-q26.2, 4932, 6921, 9q34, 13q21-q31, 15925-q26, 16924, 18ql2-q22, 20pl2,
20q12-q13.3, 21q11.2-q22 e Xq25-q26 (Tabela 7, Figura 10).
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Tabela 7. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos observadas entre as trés
amostras a fresco de adenocarcinomas (ACAR).

Cromossomos ACAR a fresco (casos)
Ganhos Perdas

1 1p13 (2); 1p34.2-p35 (2) 1941 (2)

2 - 2q32-933 (2); 2q34-q36 (3)

3 ) 3p21-p22 (3); 3p23-p24 (2); 3q24-q25 (2);
3q26.1-g26.2 (3); 3q26.3-q29 (2)

4 - 4932 (3)

5 - S5pl4-p15.2 (2)

6 - 6q15-q16 (2); 6921 (3); 6q22-q23 (2)

7 - 7q935-q36 (2)

8 - 8922 (2)

9 - 9p21-p24 (2); 9933 (2); 9934 (3)

10 - -

11 - 11p14 (2); 11923 (2)

12 - 12p12 (2)

13 - 13q21-q31 (3); 13932-q33 (2)

14 - 14q22-q23 (2)

15 ) 15q14-q15 (2); 15q21-q22 (2); 15q24 (2);
15q25-q26 (3)

16 - 16q22-q23 (2); 16924 (3)

17 - 17p11.2-p12 (2); 17q24-q25 (2)

18 ) 18p11.2 (2); 18qll.2 (2); 18ql2-q22 (3);
18923 (2)

19 - -

20 ) 20p12 (3); 20p13 (2); 20q11.2 (2); 20q12-
ql3.3(3)

21 - 21q11.2-g22 (3)

22 - 22q12-q13 (2)

X - Xp21-p22.1 (2); Xq24 (2); Xq25-q26 (3)

Y - -

Amostras incluidas na andlise: ACARIF, ACAR2F e ACAR3F. Entre paréntesis estd o nimero de casos em que
foi detectada a alteragdo gendmica.
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Figura 10. Ideograma representativo das regides minimas comuns alteradas mais freqiientes entre as
trés amostras a fresco de ACAR identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda indicam
perdas (vermelho) e a direita indicam ganhos (verde).

Os trés CDS FFEP apresentaram ganhos comuns (100% dos casos) em 3q31, 4p12-
pl3, 4q12-q13, 7q11.2 e 9p12-p13; e perdas comuns (100% dos casos) em 1p31-p32, 1p34.1-
p34.2, 1g41, 2p13-pl4, 2p22-p25, 2q36-q37, 3p24-p26, 3926.3-q29, 4q34, 5q35, 6p21.3-p25,
6927, Tpl15-p22, 7q34-q36, 8pl1.2-p12, 8q22, 8q24.1, 9922-q31, 9q34, 10g25-q26, 11pl5,
11q24-q25, 12pl12-p13, 12q21-q24.3, 139q32-q33, 14q23-q32, 15922, 15925-q26, 16p11.2-
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p13.3, 16¢22-q24, 17p12-pl3, 17q21-q25, 18q22-q23, 19p13.1-p13.3, 19q13.2-q13.4,
20q11.2-q13.3, 21922, 22q11.2-q13 e Xq21 (Tabela 8, Figura 11).

Tabela 8. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos observadas nas trés
amostras FFEP de carcinomas ductais salivares (CDS).

Cromossomos CDS parafinados
Ganhos Perdas
1 - 1p31-p32; 1p34.1-p34.2; 1q41
2 - 2p13-pl4; 2p22-p25; 2q36-q37
3 3ql3.1 3p24-p26; 3q26.3-q29
4 4p12-p13; 4q12-q13 4q34
5 - 5q35
6 - 6p21.3-p25; 627
7 7q11.2 7p15-p22; 7q34-q36
8 - 8p11.2-p12; 8q22; 8q24.1
9 9p12-p13 9q22-q31; 9q34
10 - 10g25-q26
11 - 11p15; 11q24-q25
12 - 12p12-p13; 12q21-q24.3
13 - 13932-q33
14 - 14923-q32
15 - 15922; 15925-q26
16 - 16p11.2-p13.3; 16q22-q24
17 - 17p12-p13; 17q21-q25
18 - 18922-q23
19 - 19p13.1-p13.3; 19q13.2-q13.4
20 - 20q11.2-q13.3
21 - 21922
22 - 22q11.2-q13
X - Xq21
Y R -

Amostras incluidas na andlise: CDS2, CDS3 e CDS5.
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Figura 11. Ideograma representativo das regides minimas comuns alteradas nas trés amostras FFEP
de CDS identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda indicam perdas (vermelho) e a
direita indicam ganhos (verde).

Entre os dois oncocitomas FFEP foram observadas perdas comuns (100% dos casos)
em 1p32-p34.2, 1p35-p36.1, 1p36.2-p36.3, 1q24-q31, 1q42-q43, 2p13-pl4, 2p24, 3q24-q25,
3q26.3-q27, 4p15.1-p15.3, 4q34-q35, 5p15.1-p15.2, 5921, 5q32-q35, 6p22, 7ql1.2, 8pll.2-
pl2, 8q23-q24.3, 9p13, 9q31-q33, 10p11.2-p12, 10q11.2-q21, 10q24-q26, 11p12-p13, 11ql4,
11922-q23, 13ql3-ql14, 13q21-q31, 13q32-q33, 14q31-q32, 15ql2-ql4, 16pl11.2-p13.3,
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16921-q24, 18p11.2-p11.3, 18q22-q23, 19p13.1-p13.3, 21g21-q22 e 22q11.2-q13. Nao foram

observados ganhos comuns nestes dois casos. (Tabela 9, Figura 12).

Tabela 9. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos observadas entre as duas
amostras parafinadas de oncocitomas (ON).

Cromossomos ON parafinados

Ganhos Perdas

1p32-p34.2; 1p35-p36.1; 1p36.2-p36.3;
1924-q31; 1q42-q43

—_
'

2 - 2p13-pl4; 2p24

3 - 3q24-q25; 3q26.3-q27

4 - 4p15.1-p15.3; 4q34-q35

5 - 5p15.1-p15.2; 5q21; 5q32-q35
6 - 6p22

7 - 7ql11.2

8 - 8p11.2-p12; 8q23-q24.3

9 - 9p13; 9q31-q33

10 - 10p11.2-p12; 10q11.2-q21; 10g24-q26
11 - 11p12-p13; 11q14; 11922-q23
12 - -

13 - 13q13-q14; 13921-q31; 13q32-q33
14 - 14q31-q32

15 - 15q12-ql14

16 - 16p11.2-p13.3; 16q21-q24

17 - -

18 - 18p11.2-p11.3; 18q22-q23

19 - 19p13.1-p13.3

20 - -

21 - 21q21-q22

22 22q11.2-q13

X - -

Y - -

Amostras incluidas na analise: ON1 e ON2.
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Figura 12. Ideograma representativo das regides minimas comuns alteradas nas duas amostras FPEP
de ON identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda indicam perdas (vermelho) e a
direita indicam ganhos (verde).

Os dois casos de CEM fixados e em blocos de parafina analisados apresentaram
ganho comum (100% dos casos) em 4q23-q24; e perdas (100% dos casos) em 1p22-p33,
1p35-p36.1, 1q24-q25, 1q42-q44, 2pl4-pl5, 2p22-p24, 2q32-q36, 2q37, 3p25-p26, 3q24,
4p15.3-pl6, 4q31.1-q31.2, 4932, 5934-q35, 6p22, 6ql6, 6921, 6q22-q23, 6q24-q27, Tpl3-
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pl5, 7931, 7q32-q36, 8p12-p21, 8p22-p23, 9p12, 9p13-p21, 9922-q34, 10q11.2-q21, 10¢22,
10924-q26, 11q22-q23, 12422, 12q24.3, 14q22-q24, 14932, 15q21, 15q22-q26, 16q12.1-q24,
17q11.2-q25, 18p11.2-p11.3, 18q12-q21, 18q21-q23, 19p13.1-p13.2, 19q13.1-q13.3, 20p11.2,
20p12-p13, 20q11.2-q12, 20q13.1-q13.3, Xq22-q24, Xq27-q28 e Yq11.2 (Tabela 10, Figura
13).

Tabela 10. Regides minimas comuns de perdas e ganhos gendmicos observadas nas duas
amostras de carcinomas epiteliais mioepiteliais (CEM).

Cromossomos CEM a fresco
Ganhos Perdas
1 1p22-p33; 1p35-p36.1; 1q24-q25; 1q42-q44
2 2pl4-plS; 2p22-p24; 2q32-q36; 2q37
3 - 3p25-p26; 3q24
4 4q23-q24 4p15.3-p16; 4q31.1-q31.2; 4q32
5 - 5q34-q35
6 6p22; 6q16; 6q21; 6q22-q23; 6q24-q27
7 Tp13-p15; 7q31; 7q32-q36
8 8pl2-p21; 8p22-p23
9 9p12; 9p13-p21; 9922-q34

10 10q11.2-q21; 10922; 10q24-q26

11 11q22-q23

12 12q22; 12q24.3

13 -

14 14q22-q24; 14932

15 15q21; 15922-q26

16 16q12.1-q24

17 17q11.2-q25

18 18p11.2-p11.3; 18q12-q21; 18q21-q23

19 19p13.1-p13.2; 19q13.1-q13.3

20 20p11.2; 20p12-p13; 20q11.2-q12; 20q13.1-
ql3.3

21 -

22 -

X - Xq22-q24; Xq27-q28

Y - Yqll.2

Amostras incluidas na analise: CEM1 e CEM2.
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Figura 13. Ideograma representativo das regides minimas comuns alteradas nas duas amostras de
CEM identificadas pela HR-CGH (p<0,05). As barras a esquerda indicam perdas (vermelho) e a
direita indicam ganhos (verde).
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2. Selecao de genes candidatos

Foi feita a busca de genes candidatos mapeados nas regides preferencialmente
alteradas detectadas pela HR-CGH nos dois tipos tumorais com maior grupo amostral
(adenomas pleomorficos e tumores de Warthin) para posterior avaliacdo da expressdo génica
e protéica.  Foi utilizado o banco de dados do Map  Viewer

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) que permite a busca de regides genOmicas de

interesse para cada cromossomo humano e os respectivos genes mapeados nestas regides. Os
critérios para selecdo destes genes foram associagdo entre a fungdo e o tipo de alteragdo
encontrada nas amostras estudadas e dados em literatura relacionados ao cincer ou estudos
prévios em TSG. Os anexos 6 e 7 apresentam a lista de genes mapeados nas regides alteradas
entre os dois tipos de tumores estudados.

Foram selecionados alguns genes para os adenomas pleomdrficos mapeados em
regides de ganhos gendmicos freqiientemente detectadas pela HR-CGH para serem avaliados
por RT-PCR quantitativa em tempo real para andlise de expressdo de transcritos. O gene
NEDD?Y (6p24-p25) foi selecionado como possivel candidato em AP pelo fato da regido em
que se mapeia ter sido detectada em ganhos em 8/27 AP. Da mesma forma, os genes PPARG
(3p25) e ¢-MYC (8q24.21) foram selecionados para andlise de expressdo gé€nica pois as
regides em que se mapeiam estavam envolvidas em ganhos em 6/26 e 3/27 AP,
respectivamente.

Para os tumores de Warthin foram selecionados as proteinas CDH1 (16q22.1) e HRK
(12924.22) cujos genes estdo mapeados em regides freqiientemente deletadas identificadas

pela HR-CGH. A andlise da expressao protéica foi realizada por imuno-histoquimica.
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3. Analise de expressao dos transcritos NEDD9, PPARG e c-MYC em Adenomas

Pleomoérficos

O nivel de expressdo dos genes NEDD9, PPARG e c-MYC foi avaliado pela qRT PCR
em tempo real em trés amostras de tecidos normais de glandulas salivares e 36 amostras de
adenomas pleomorficos, destas seis amostras foram previamente utilizadas na andlise de HR-
CGH.

As Figuras 14 e 15 representam as curvas de amplificacdo e dissociagdo para os genes
NEDDY, PPARG, c-MYC e HPRT (endbégeno), respectivamente. A Tabela 11 apresenta os
resultados da avaliagdo da expressdao por qRT-PCR dos genes NEDD9, PPARG e c-MYC e do
enddgeno HPRT nas amostras de adenomas pleomorficos comparadas com tecidos normais de
glandulas salivares. Os valores das quantificagdes relativas finais foram obtidos pelo valor
médio das amplificagdes das amostras normais em todas as placas analisadas. O intervalo de
confianga para o gene NEDD?Y foi de 0,60 a 1,56 (desvio-padrio: 0,48); para o gene PPARG
foi de 0,50 a 1,74 (desvio-padrio: 0,62); e para o gene ¢-MYC foi de 0,59 a 1,64 (desvio-
padrdo: 0,53). Estes valores de QR para cada gene foram utilizados como limiares para

considerar diminui¢do e aumento de expressdo, respectivamente.
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Figura 14. Curvas de amplificacdo para os genes alvos NEDD9 (A), PPARG (B), c-MYC (C) e para
o endégeno HPRT (D).
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Tabela 11. Resultados da avalia¢do da expressdo por qRT-PCR em tempo real dos genes alvos NEDD9, PPARG e c-MYC e do end6geno HPRT em amostras
de adenomas pleomorficos (AP) comparadas com amostras de tecidos normais de glandulas salivares.

Caso NEDDY HPRT PPARG HPRT c-MYC HPRT NEDDY9 PPARG c-MYC
MCt MCt MCt MCt MCt MCt QR QR QR
2T 21,72 23,11 22,78 23,11 31,95 34,93 1,47 2,04 2,92
3T 25,91 29,81 29,53 29,81 - - 8,40 1,96 -
5T 27,70 27,19 28,70 27,19 32,04 34,45 0,39 0,57 1,96
T 25,19 27,86 30,31 27,86 - - 3,57 0,30 -
10T 24,68 26,55 26,34 26,55 37,13 40,58 2,05 1,86 4,04
12T 21,67 23,81 24,25 23,81 31,52 35,88 2,47 1,19 7,60
14T 23,26 24,34 25,94 24,34 33,66 35,54 1,18 0,53 1,36
17T 29,83 31,02 32,19 31,02 - - 1,28 0,72 -
18T 21,63 22,50 24,78 22,50 32,06 35,26 1,03 0,33 3,40
19T 24,73 26,98 28,85 26,98 38,39 43,45 2,68 0,44 12,38
20T 25,94 27,44 29,45 27,44 - - 1,59 0,40 -
21T 24,97 23,97 24,95 23,97 37,11 39,59 0,28 0,82 2,07
24T 25,17 23,71 24,83 23,71 35,69 39,64 0,20 0,75 5,71
27T 21,96 23,49 25,02 23,49 35,58 37,33 1,62 0,56 1,25
28T 34,56 34,21 38,85 34,21 - - 0,44 0,06 -
31T 24,27 25,39 26,79 25,39 35,33 39,79 1,22 0,61 8,17
32T 24,70 24,93 27,83 24,93 35,61 39,90 0,66 0,22 7,22
36T 22,33 23,03 24,25 23,03 37,44 39,62 0,92 0,70 1,68
38T 25,27 26,25 27,39 26,25 37,58 40,81 1,11 0,73 3,46
39T 22,12 26,02 26,57 26,02 34,77 41,01 8,38 1,10 28,15
40T 28,80 30,68 32,08 30,68 - - 2,07 0,61 -
41T 22,27 26,51 27,54 26,51 39,01 42,74 10,55 0,79 4,91
42T 21,13 21,23 24,09 21,23 31,94 34,54 0,60 0,22 2,24
44T 20,77 20,95 24,93 20,95 32,62 34,29 0,64 0,10 1,18
46T 34,21 33,59 - 32,22 - - 0,37 2,10 -
47T 29,89 32,22 31,84 21,22 - - 2,82 0,96 -
50T 18,16 21,22 21,98 36,14 28,33 34,27 4,69 2,32 22,73
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53T 31,16 34,24 35,62 24,37 - - 4,73 1,06 -

54T 21,28 24,37 24,98 25,42 34,16 39,97 4,79 0,37 20,79
AP3F 23,57 25,42 27,57 23,77 33,76 39,14 2,04 0,20 15,47
APAF 23,47 23,717 26,75 24,05 33,10 36,44 0,69 0,91 3,76
APSF 20,44 24,05 24,87 23,87 33,60 38,00 6,83 0,79 7,83
APG6F 22,35 23,87 24,91 24,14 32,01 37,35 1,61 0,75 14,95
APTF 23,05 24,14 25,25 24,39 33,08 36,69 1,19 0,39 4,54
APS8F 22,60 23,18 26,44 24,15 35,76 37,90 0,84 0,37 1,63
AP9F 23,88 24,15 26,29 23,22 35,48 37,75 0,68 0,24 1,78

AP10F 22,81 23,22 25,99 23,11 32,33 36,18 0,75 2,04 5,34
Mediana 23,57 24,37 26,39 24,38 33,96 37,83 1,28 0,66 4,29

(MCt) Média das duplicatas dos Ct de cada amostra; (QR) Quantificagdo Relativa; (-) Expressdo génica nio detectada, mesmo apés repeticdes do experimento. Estdo destacados, em negrito, os
valores diferencialmente expressos em cada amostra, para o gene NEDD9 foi considerado QR > 1,56: para expressdo aumentada e QR < 0,60: para expressdo diminuida. Para o gene PPARG foi
considerado QR > 1,74: para expressdo aumentada e QR < 0,50: para expressdo diminuida. E para o gene ¢-MYC foi considerado QR > 1,64: para expressdo aumentada e QR < 0,59: para
expressao diminuida.
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Foi observado aumento de expressdo dos transcritos NEDD9, PPARG e ¢-MYC em
46%, 14% e 86% dos casos de adenomas pleomorficos, respectivamente, conforme
apresentado na Tabela 12. A Figura 16 corresponde a representacdo grafica dos niveis de
expressdo dos transcritos NEDDY, PPARG e c¢-MYC para as amostras de adenomas
pleomorficos analisadas (Prism GraphPad Software 3). Na comparacdo entre os niveis de
expressdo entre casos e controles, foram observadas diferencas estatisticamente significativas
para os genes NEDD9 (P< 0,0001); PPARG (P< 0,0001) e ¢-MYC (P= 0,0025). Também
foram observadas diferengas estatisticamente significativas quando foram comparados os
casos com expressdao normal e expressdo aumentada para os genes NEDD9 (P< 0,0001) e

c-MYC (P= 0,0062); e expressao diminuida para o gene PPARG (P< 0,0001) .

Tabela 12. Perfil de expressdo dos genes NEDD9, PPARG e c-MYC avaliados para as
amostras de adenomas pleomorficos.

Gene Diminuicao Normal Aumento
NEDD9 5/37 (14%) 15/37 (41%) 17/37 (46%)
PPARG 13/36 (36%) 18/36 (50%) 5/36 (14%)
c-MYC - 4/28 (14%) 24/28 (86%)

Para a HR-CGH foram observados ganhos gendmicos em 6p24-p25 (NEDD9) em
30% dos casos; 3p25 (PPARG) em 22% dos casos e 8q24.21 (c-MYC) em 11% dos casos de
adenomas plemorficos. Perdas gendmicas foram observadas em 22%, 41% e 59% dos casos
de AP para as regides gendmicas dos transcritos NEDD9, PPARG e c-MYC, respectivamente.

Seis casos de adenomas pleomorficos analisados pela qRT-PCR em tempo real foram
previamente analisados pela HR-CGH, entretanto ndo houve concordancia entre os achados
de ganhos gendmicos e o aumento de expressdo dos transcritos dos genes NEDD9, PPARG e
c-MYC (Tabela 13). Apenas o caso AP8F apresentava perda da regido gendmica onde se

mapeia o gene PPARG (3p25) e diminuicdo de expressdo do transcrito deste gene (QR=0,37).
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Figura 16. Os valores de expressdo dos transcritos NEDD9 (A), PPARG (B) e ¢-MYC (C) para os adenomas pleomoérficos e normais
(controles) estdo apresentados em escala log e as barras indicam os valores da mediana. (QR) Quantificacdo Relativa; (CL) Controle; (N)
Express@o Normal; (D) Diminuida; (A) Aumentada. Foram utilizados os testes estatisticos Kruskal-Wallis (*) e Mann-Whitney (**). Os

valores de P encontram-se na figura.



Tabela 13. Andlise comparativa entre as alteracdes gendmicas detectadas em 6p24-p25, 3p25 e
8q24.21 e o padrido de expressdo dos genes NEDD9, PPARG e c-MYC em seis amostras de
adenomas pleomorficos.

o Neope e PraRG DpSG owe Shne
HR-CGH (valor QR) (valor QR) (valor QR)
AP40 G 1,18 P 0,53 p 1,36
AP41 NA 1,28 NA 0,72 p excluido
AP5SF NA 6,33 NA 0,79 NA 7,83
APTF NA 1,19 NA 0,39 NA 4,54
AP8F NA 0,84 P 0,37 NA 1,63
AP9F P 0,68 NA 0,24 P 1,78

(G) Ganho; (P) Perda; (NA) Nenhuma Alteracao; (QR) Quantificacéo relativa.

Os dados clinico-patolégicos como idade, género, cor, consumo de tabaco e dlcool,
tamanho do tumor (maior eixo em cm) e a presenca de segundo tumor primdrio foram
comparados estatisticamente com o nivel de expressdo dos genes NEDD9, PPARG e c-MYC
usando os testes Qui-quadrado e Mann-Whitney (SPSS software versdo 17) (Tabela 14). Os
valores de P estdo representados na tabela. Ndo foram observadas diferencas significativas

para as variaveis testadas (P < 0,05).
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Tabela 14. Comparagdo entre o padrdo de expressdo dos transcritos NEDD9, PPARG e c-MYC e os dados clinico-patolégicos dos adenomas
pleomérficos analisados.

n NEDD9Y9 P n PPARG P n MYC P
. Expressao 0,60-1,56 Expressao 0,50-1,74 Expressao 0,59-1,64
Varidveis N+D A N+A D N+D A

Idade (anos) 0,516 0,555 0,596
<45 19 11 (57,9%) 8 (42,1%) 18 11 (61,1%) 7 (38,9%) 14 1(7,1%) 13 (92,9%)
>45 17 8 (47,1%) 9 (52,9%) 17 12 (70,6%) 5 (29,4%) 13 2(15,4%) 11 (84,6%)

Género 0,238 0,130 0,274
Masculino 12 8(66,7%) 4 (33,3%) 11 5(45,5%) 6 (54,5%) 10 0(0,0%) 10 (100,0%)
Feminino 24 11(458%) 13 (54,2%) 24 18(750%) 6 (25,0%) 17 3(17,6%) 14 (82,4%)

Cor 0,558 0,690 -
Branco 33 18 (54,5%) 15 (45,5%) 32 21(65,6%) 11 (34,4%) 25 1(4,0%) 24 (96,0%)

Nio Branco 1 0(0,0%) 1(100,0%) 1 1(100,0%) 0 (0,0%) 1 1(100,0%) 0 (0,0%)
Outros 2 1 (50,0%) 1 (50,0%) 2 1 (50,0%) 1(50,0%) 1 1(100,0%) 0 (0,0%)

Tabaco 0,460 1,000 0,201
Nio 26  13(50,0%) 13 (50,0%) 26 17 (65,4%) 9 (34,6%) 19 1(5,3%) 18 (94,7%)

Sim 9 6 (66,7%) 3(33,3%) 8  5(62,5%) 3(37,5%) 8  2(25,0%) 6 (75,0%)

Alcool 0,728 1,000 0,529
Nio 23 12(52,2%) 11 (47,8%) 22 14 (63,6%) 8 (36,4%) 18 3(16,7%) 15 (83,3%)

Sim 12 7(58,3%) 5 (41,7%) 12 8(66,7%) 4 (33,3%) 9 0 (0,0%) 9 (100,0%)

Tamanho Tumor* 0,095 0,404 0,596
< Med 18  7(38,9%) 11 (61,1%) 17 10(58,8%) 7 (41,2%) 13 2(15,4%) 11 (84,6%)
> Med 18  12(66,7%) 6 (33,3%) 18 13(722%) 5 (27,8%) 14 1(7,1%) 13 (92,9%)

2° Tumor Primario 0,487 1,000 1,000
Nio 34 17 (50,0%) 17 (50,0%) 33 22(66,7%) 11 (33,3%) 25 3(12,0%) 22 (88,0%)

Sim 2 2(100,0%) 0 (0,0%) 2 1 (50,0%) 1(50,0%) 2 0 (0,0%) 2 (100,0%)

* A mediana do tamanho do tumor para cada gene avaliado foi diferente porque o grupo de estudo nem sempre mostrava amplificagdo para as mesmas amostras: NEDD?9:
2,55cm; PPARG: 2,60cm; cMYC: 3,0cm. (N) Expressdo Normal; (D) Diminuida; (A) Aumentada; (n) nimero de casos avaliados.
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4. Analise da expressao das proteinas CDH1 e HRK em Tumores de Warthin

O nivel de expressdo da proteina CDHI foi avaliado por imuno-histoquimica em 88
cortes referentes a 47 casos de tumores de Warthin (FFEP). A expressao da proteina HRK foi
avaliada em 86 cortes referentes a 45 casos de TW (FFEP). Destes, onze casos foram também
avaliados por HR-CGH.

O escore de intensidade e extensdao foi avaliado pela estimativa da porcentagem de
coloracdo positiva presente em 10% das membranas celulares neopldsicas, para a proteina
CDHI, e citoplasma, para a proteina HRK. Para a proteina CDH1 também foi avaliada a
marcagdo positiva de membrana celular para ducto de glindula salivar normal e &cinos
adjacentes ao tumor em cada caso, quando presentes no corte.

As amostras foram agrupadas em auséncia de intensidade (escore 0), intensidade fraca
(escore 1), moderada (escore 2) e forte (escore 3). Para a avaliacdo da marcagdo em extensio,
o escore 1 foi representativo de marcagdo até 1/3 do corte, o escore 2, marcacdo de 1/3a2/3 e
o escore 3, marcacdo acima de 2/3 da area do corte. Para a andlise estatistica, foram utilizados
46/47 casos para a proteina CDHI1 e 44/45 casos para a proteina HRK, devido a auséncia de
informagdes presentes em um dos prontudrios. Para a proteina CDHI, foi realizada a
somatoria dos escores de intensidade e extensio, obtendo-se um valor de escore entre 2 € 6. A
partir desse valor, foi feito um novo agrupamento: marcagdo fraca para os escores 2-3 e
marcacgdo forte para os escores 4-6. Ja para a proteina HRK, foi realizado um agrupamento
entre os escores de intensidade: marcagdo negativa (0-1) e marcagdo positiva (2-3).

Na anélise da proteina CDH1 nas células tumorais, 100% das amostras apresentaram
marcagdo positiva de membrana e também tiveram mais de 1/3 da area marcada. Onze
porcento dessas amostras foram identificadas com intensidade fraca, 11% com moderada e
79% com forte, sendo que 83% tiveram acima de 2/3 da drea marcada. Para as glandulas
salivares normais adjacentes ao tumor, foi observada marca¢do da membrana celular com
intensidade fraca (35%), moderada (31%) e forte (35%). Destas, 81% apresentaram acima de
2/3 da area marcada. Para os acinos adjacentes foi observada marcagdo com intensidade fraca
(22%), moderada (26%) e forte (52%). Trinta e seis porcento destas amostras tiveram
marcacgdo na area total (Figura 17).

Na andlise para a proteina HRK, 30% das amostras apresentaram auséncia de
marcagdo citoplasmadtica tanto em intensidade quanto extensdo, 21% das amostras tiveram

marcacgdo de intensidade fraca, 26% moderada e 19% forte (Figura 18).
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Figura 17. Andlise imuno-histoquimica para a proteina CDH1 em tumores de Warthin. Escore histoquimico
avaliando a intensidade da imuno-expressdo para a membrana celular tumoral: escore 1 (A), escore 2 (B) e
escore 3 (C); e para a membrana do ducto da glandula salivar normal adjacente ao tumor: escore 1 (D) e
escore 2 (E), contendo os acinos corados com escore 2.

Figura 18. Andlise imuno-histoquimica para a proteina HRK em tumores de Warthin. Os
escores utilizados referem-se a intensidade da imuno-expressdo citoplasmdtica para o tumor:
negativo (A); escore 1 (B), escore 2 (C) e escore 3 (D).
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Os testes Exato de Fisher e Qui-Quadrado foram utilizados para analisar as
associacdes entre os dados obtidos na imuno-histoquimica e as variaveis clinico-patolédgicas,
sendo que foram considerados resultados estatisticamente significativos aqueles com P< 0,05.
Nenhuma associacdo significativa foi observada entre a expressio da CDHI e os dados
clinicos, como género, sexo, cor, tabagismo, etilismo, tamanho do tumor, presenca ou
auséncia de segundo tumor primdrio e recidiva (Tabela 15). Porém, 14/18 (78%) dos casos
que apresentavam tumor menor que 2,5 cm tinham marcacdo forte de CDH1. O mesmo foi
observado para auséncia de recidiva e de desenvolvimento de segundo tumor primério [36/42
(86%) e 32/37 (87%), respectivamente]. J4 para o HRK, foi encontrada uma associacio
significativa entre marcacdo negativa e tabagismo (P= 0,029) (Tabela 15). Além disso, 15/27
(56%) dos casos que apresentavam tumor maior ou igual a 2,5cm tinham marcacio negativa
para HRK. A mesma associagdo foi encontrada com presenga de segundo tumor primdrio [5/9
(56%)].

Para a HR-CGH foram observadas perdas das regides gendmicas 16q22.1 e 12q24.22,
onde estdo mapeados os genes CDHI e HRK, respectivamente, em todos os 11 casos
avaliados. Estes 11 casos também foram avaliados para a expressdo das proteinas CDHI1 e
HRK (Tabela 16). Nao foi observada concorddncia da dele¢do da regido 16q22.1 com a
auséncia de expressdo da proteina CDHI. Apenas os casos TWS, TWI10 e TWI2
apresentaram marcagdo fraca de CDH1 (escore da somatoéria de intensidade + extensdo entre
2-3). Entretanto, para a delecdo da regido 12q24.22 foi observada concordincia com a
auséncia da expressdo de HRK em 8/11 casos de TW (72,73%). Adicionalmente, os casos

TWS, TW14 e TW17 apresentaram marcacao fraca de HRK (escore de intensidade entre 0-1).
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Tabela 15. Comparacdo entre o padrao de expressdo das proteinas CDH1 e HRK e os dados clinico-
patoldgicos entre os tumores de Warthin analisados.

n CDH1 P n HRK P
Varidveis Marcacdio  Marcacio Marcacio  Marcacio
Fraca Forte Negativa Positiva

Idade (anos) 0,405 0,741
<61 22 4(18,2%) 18 (81,8%) 21 12(57,1%) 9 (42,9%)
>61 24 2(83%) 22 (91,7%) 23 12(52,2%) 11 (47,8%)

Género 1,000 0,546
Masculino 31 4(12,9%) 27 (87,1%) 31 16 (51,6%) 15 (48,4%)
Feminino 15 2(13,3%) 13 (86,7%) 13 8(61,5%) 5 (38,5%)

Cor - -
Branco 39 5(12,8%) 34 (87,2%) 37  20(54,1%) 17 (45,9%)

Nio Branco 0 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Outros 7 1143%) 6 (85,7%) 7 4 (57,1%) 3 (42,9%)

Tabaco 1,000 0,029
Nio 7 1(143%)  6(85,7%) 7 2(28,6%)  5(71,4%)

Sim 31 5(16,1%) 26 (83,9%) 29 22(759%) 7 (24,1%)

Alcool 1,000 0,109
Nio 20 3(15,0%) 17 (85,0%) 19 10(52,6%) 9 (47,4%)

Sim 19  3(15,8%) 16 (84,2%) 18 14 (77.8%) 4(22,2%)

Tamanho Tumor 0,191 0,865
<25cm 18 4(22,2%) 14 (77,8%) 17 9(52,9%) 8 (47,1%)
>2,5cm 28  2(7,1%) 26 (92,9%) 27  15(55,6%) 12 (44,4%)

2° Tumor Primario 1,000 1,000
Nio 37  5(13,5%) 32 (86,5%) 35 19(54,3%) 16 (45,7%)

Sim 9 1(11,1%) 8 (88,9%) 9 5 (55,6%) 4 (44,4%)

Recidiva 1,000 1,000
Nio 42 6(14,3%) 36 (85,7%) 40 22 (55,0%) 18 (45,0%)

Sim 4 0 (0,0%) 4 (100,0%) 4 2 (50,0%) 2 (50,0%)
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Tabela 16. Comparagdo entre as alteragdes gendmicas em 16q22.1 e 12q24.22 e o padrio de
expressdo das proteinas CDH1 e HRK em 11 amostras de tumores de Warthin.

W om  Rge g P
HR-CGH (16q22.1) (Escore) (12q24.22) (Escore)
TW5 P 2+2 (4) P 1+2
TWS P 1+2 (3) | 0+0
TWI10 P 1+2 (3) P 0+0
TW12 P 2+1 (3) P 0+0
TW13 P 3+3 (6) P 0+0
TW14 P 3+1 (4) P 1+1
TW15 P 3+2 (5) P 0+0
TW16 P 3+2 (5) P 0+0
TW17 P 342 (5) P 142
TW18 P 3+1 (4) P 0+0
TW19 P 3+2 (5) P 0+0

(P) Perda.
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Discussdo

O diagnéstico dos tumores das glandulas salivares maiores e menores € clinico. Sinais
tais como a fixacdo do tumor, a indefinicdo em relagdo as estruturas adjacentes e a presenga
de paralisia facial sdo fatores indicativos de doenc¢a maligna. (Spiro, 1995). Entretanto, apesar
dos avancos na descoberta de marcadores utilizados ao diagndstico em patologia por imuno-
histoquimica e citogenética, a etiologia das neoplasias de glandulas salivares permanece ainda
incerta. Dados em literatura indicam que os tumores origindrios de glandulas salivares sio
extremamente complexos sob o aspecto histoldgico, que € reflexo da diferenciagdo de mais de
um tipo de célula tumoral, de seus arranjos em padrdes celulares e da sintese de matriz
extracelular depositada por algumas células tumorais (Dardick et al., 1992).

Os estudos citogenéticos e moleculares sdo limitados pela pequena quantidade de
amostra, e ndo consideram a heterogeneidade morfolégica e bioldgica inerente em tumores de
glandulas salivares (Press et al., 1994; Jones et al., 1996; Gillenwatter et al., 1997; Holst et al.,
1999; Roijer et al., 2002; Nasser et al., 2003). Apesar do esfor¢o para identificar novos
marcadores uteis ao diagndstico e terapia, pouco progresso tem sido obtido nas tltimas trés
décadas (Ximenes-Filho et al., 2002).

Recentemente, alguns estudos t€m utilizado a técnica de hibridacdo gendmica
comparativa para a identificacdo de regides genOmicas criticas envolvidas no processo
tumoral. A CGH ¢é uma técnica citogenética molecular que permite a rapida deteccdo de
alteracdes no nimero de cdpias cromossOmicas do genoma inteiro numa Unica reagdo de
hibridac¢do, sem o conhecimento prévio da regido alterada (Kallionieme et al., 1992). A
introdugc@o da CGH de alta resolu¢do (HR-CGH) tem como diferenca da CGH tradicional a
utilizacdo de intervalos de referéncia padronizados com amostras normais em detrimento de
intervalos fixados (Kirchhoff et al., 1997; 1998).

Neste estudo, foi utilizada a técnica de HR-CGH para a triagem de ganhos e perdas de
DNA em 66 amostras de neoplasias de glandulas salivares. Foram analisados diferentes tipos
histologicos para identificar alteracdes genOmicas especificas a cada um destes subtipos
histolégicos.

Estudos de CGH em adenomas pleomérficos mostram resultados discrepantes. Toida
et al. (2001) analisaram dois casos de AP por CGH e detectaram perdas em 5q12.4-q14.1,
9q12-gq21.13 e 16q11.2; e ganhos em 20p12.1. Em contrapartida, Kasamatsu et al. (2005)

analisaram, pela mesma técnica, dez casos de AP e detectaram ganhos em 1p36.3, 8q24.3,
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11pl5, 11q12-q13, 12q13, 14q32, 16q12.1-q12.2, 17925, 19p13.3, 19q13.2, 20q13.3, 22q13,
X(g28; e auséncia de perdas. No presente estudo, foi detectada perda de 5q13 em 15/27 AP e
perda da regido 16q11.2 em 3/27 AP, em concordancia com o relato de Toida et al. Foram
observados também ganhos em 11p15 (9/27), 11q12-q13 (11/27), 17q25 (7/27), 20q13.3
(7/127), 22q13 (8/27) e ganho do cromossomo X (9/27) em concordancia com os achados de
Kasamatsu et al. (2005). Desta forma, os dados do presente estudo confirmam o
envolvimento dessas regides gendmicas em adenomas pleomorficos.

O gene PLAGI, mapeado em 8q12, foi relatado como envolvido no desenvolvimento
dos adenomas pleomorficos. A ativacio da expressdo deste gene € resultado de translocacdes
cromossOmicas recorrentes que podem envolver um grande ntimero de diferentes arranjos
(Kandasamy et al., 2007; Asp et al., 2006; Persson et al., 2008). Nas duas transloca¢cdes mais
freqiientes, t(3;8)(p21;q12) e t(5;8)(p13;q12), a troca do promotor PLAGI, que € inativo nas
glandulas salivares maduras, por um forte promotor derivado da B-catenina (CTNNBI) e por
um receptor de fator inibitério de leucemia (LIFR), respectivamente, leva a expressdo anormal
do PLAGI nas células tumorais (Kas et al., 1997; Voz et al., 1998). Em outro estudo, Stenman
et al. (2005) detectaram a fusdo entre os genes HMGA2 (12ql5) e PLAGI, que foram
observados co-expressados em alguns subtipos de AP. Asp et al. (2006) demonstraram novas
fusdes génicas entre CHCHD7-PLAGI e TCEAI-PLAGI recorrente em adenomas
pleomorficos; e estas fusdes s@o originadas de rearranjos intra-cromossdmicos dentro das
bandas 8ql11.2-q12. Entre os cinco tumores detectados com estas fusdes, dois tiveram
translocagdes citogenéticas visiveis como t(8;15)(q12;q14) e t(6;8)(p21.3-22;q13) e trés
apresentaram cariétipos normais. Em 2008, Persson et al. avaliaram um subgrupo de AP com
cromossomos em anel de derivagdo incerta e relataram a fusdo gé€nica entre FGFRI-PLAGI e
sua contribuicio no desenvolvimento dos AP. Uma limitacdo da técnica de CGH € ndo
permitir a identificacdo de rearranjos balanceados como transloca¢des. Entretanto, neste
estudo foi observado ganho da regido 8q12 em 8/27 AP.

A t(11;19)(g21;p13) encontrada em carcinomas mucoepidermdides e tumores de
Warthin foi clonada por Tonon et al. em 2004. Dois genes estdo envolvidos neste evento:
MECTI e MAML2 mapeados em 19p13 e 11q21, respectivamente. Esta translocacéo origina o
gene quimérico MECTI-MAML?2 que altera o mecanismo normal da via de sinalizacdo Notch
contribuindo para a tumorigénese (Enlund et al., 2004; Martins et al., 2004; Wu et al., 2005).
Novamente, esta alteracdo nao pode ser detectada pelo método empregado no presente estudo.
Porém, varios mecanismos que resultam em translocagdo levam também a perda de

seqliéncias genOmicas que poderiam ser detectadas dependendo do tamanho do segmento
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deletado. Neste estudo foi observada a perda da regido 19p13.3, onde se mapeia o gene
MECTI, em 10/11 casos de TW analisados por HR-CGH. A perda da regido 11q21, onde se
mapeia o gene MAML2, foi observada em 4/11 casos. Nestes casos seria interessante a
confirmagdo das delecdes por FISH ou a identificacdo da translocagdo usando técnicas
baseadas na PCR ou FISH, ja que ndo ha prepara¢des cromossomicas disponiveis para andlise
por bandamento GTG.

Recentemente, Verdorfer et al. (2009) avaliaram 19 amostras FFEP de carcinomas
mucoepiderméides por CGH e demonstraram ganhos do cromossomo X e perdas de
cromossomos inteiros ou regides nos cromossomos 1, 2 e 15, como as alteragdes mais
freqiientes. No presente estudo, foram detectadas perdas em 1q32-q41 (2/4), 2p16-p21 (2/4),
2p22-p23 (3/4), 2q32 (3/4), 2q34-q37 (3/4), 15q12-q13 (2/4), 15q14 (3/4), 15q15-q22 (2/4) e
15q24-q26 (2/4), em concordancia os achados dos autores.

Giefing et al. (2008) utilizando a CGH em amostras de adenomas pleomorficos e
tumores de Warthin encontraram a delecdo da regido 12q24.2 em 12/29 casos e da regido
17p13.1 em 11/29 desses tumores; a amplificacdo da regido 13q22.1-q22.2 foi observada em
13/29 casos. Neste estudo, foi encontrada delecio da regido 12¢q24.2 em 17/27 AP e em todos
os 11 TW analisados; a delecdo da regido 17p13.1 foi observada em 8/11 TW. Entretanto, ndo
foi observado ganho em comum da regido 13q. Na regido 12q24.2 estd mapeado o gene HRK
(Harakiri) (mapeado em 12q24.22), que tem papel importante de ativacido da apoptose pela
interacdo com proteinas repressoras da morte BCL2 e BCLXL. A reducdo da expressdo deste
gene foi relacionada a progressdo tumoral por modular a morte celular (Inohara et al., 1997;
Sunayama et al., 2004). Estudos iniciais revelaram que o gene Harakiri é alvo de inativacio
epigenética em cénceres gastricos e colorretais (Obata et al., 2003). Recentemente, foi
demonstrada que a inativacdo deste gene ocorre principalmente por hipermetilacio do seu
promotor em cénceres prostaticos (Higuchi et al., 2008). A proteina HRK se localiza na
membrana de organelas intracelulares num padrio semelhante ao relatado para BCL2 e
BCLXL. A delecdo em 17p13.1 coincide com a regido onde estd mapeado o gene TP53, um
supressor tumoral que tem sido observado deletado em diversos canceres. Yamamoto et al.
(1998a) mostraram LOH para TP53 em adenomas pleomérficos e carcinomas ex-adenomas
pleomorficos, sugerindo o papel deste gene na formacao e progressdo de tumores de glandulas
salivares.

Morio et al. (2002) investigaram ganhos e perdas gendmicas pela CGH em
carcinomas ex-adenomas pleomérficos e detectaram alteracdes gendmicas em cinco de sete

casos. Ganhos recorrentes foram observados em 4p, 6q, 12p, 13q, 15q11.2-q21 e 21p; e as
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perdas em 19p. Neste estudo foi observado ganho em 13q14 em 3/6 CXAP analisados. Nesta
regido encontra-se mapeado o gene NEK3 (13ql14.13) que atua no ciclo celular, divisdo
celular e mitose.

Os ganhos e perdas genomicas detectados nos carcinomas adendides cisticos foram
concordantes com os relatos de CGH em literatura envolvendo perdas das regides 6q e 12q;
entretanto ganhos comuns dos cromossomos 16, 18, 19 e 22 ndo foram observados neste
estudo (EI-Rifai et al., 2001; Toida et al., 2001; Freier et al., 2005; Kasamatsu et al., 2005;
Rao et al., 2008). A perda de 6¢25 foi detectada em 6/6 casos e perda de 6q26-q27 em 5/6
casos de CAC. O gene TSP2 (6q27), um potencial inibidor do crescimento tumoral e da
angiogénese, foi sugerido como candidato a supressor tumoral em CAC (Kishi et al., 2003).
Recentemente, Rao et al. (2008) ndo detectaram alteragcdes envolvendo o gene TSP2 nestes
tumores. Foram observadas perdas freqiientes em 12q22-q23 (6/6) e 12q24.1 (4/6) entre os
CAC avaliados neste estudo. Rutherford et al. (2005) observaram a reducdo da expressdo dos
genes TCF-1, ZNFI10/KOXI, OASI e P2RX4, mapeados em 12q24, sugerindo que ha uma
forte regulacdo negativa destes genes em CAC.

Em carcinomas epiteliais-mioepiteliais os relatos de CGH mostraram alteragdes
envolvendo o cromossomo 8 (Hungermann et al., 2002). Vékony et al. (2009) relataram que
mioepiteliomas e carcinomas epiteliais-mioepiteliais apresentaram um ntimero limitado de
alteracdes cromossdmicas por CGH array. A andlise supervisionada e ndo supervisionada
entre os tumores benignos e malignos revelou uma regido de 36 Mbp em 8q12.1-q22.1 sendo
freqiientemente encontrada com aumento no nimero de copias de DNA principalmente em
tumores malignos. Esta regido cromossomica (8q12.1-q22.1) contem 99 genes conhecidos e
foi detectada com ganho em 50% (6/12) dos carcinomas mioepiteliais, enquanto nos tumores
benignos, este ganho foi ausente (0/15). Nesta regido encontram-se genes candidatos
interessantes como: RAB2A, um membro da familia de oncogenes RAS; MMPI6, uma
metaloproteinase de matriz, a proteina tumoral 7PD52, o gene transformante de tumor da
pituitdria (PTTG3) e a proteina 1 da translocacdo 1 de leucemias mielogénicas (RUNXITI)
(Vékony et al., 2009).

O estudo de CGH em trés casos de adenocarcinomas (ACAR) por Kasamatsu et al.
(2005) demonstrou ganhos em 1p, 1q, 2q, 3p, 3p, 39, 4p, Sp, 59, 6p, 64, 7p, 79, 849, 9p, 9q,
10p, 10q, 11p, 12p, 13p, 13q, 14q, 15q, 16p, 16q, 18p, 18p, 18q, 19p, 20p, 21q, Xp, Xq; €
perdas em 1p, 5q, 8p, 14q, 16p, 16q e 22q. Em outro estudo, Santos (2007) analisou cinco
casos de adenocarcinomas de células basais (ACCB) de quatro pacientes, por HR-CGH e

observou perdas em 4pl14-p15.1, 10g25-q26, 14q24-q31 e 19q13.2-q13 e ganhos em 22q13.
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Perdas em 14q e ganhos em 22q foram concordantes aos achados dos dois autores. Nos casos
de ACAR avaliados no presente estudo, foram observados ganhos em 1p (2/3) e perdas em
16q (3/3) concordantes com o estudo de Kasamatsu et al. (2005); e ganhos em 22q (2/3)
foram concordantes com os achados dos dois autores.

Em carcinomas ductais salivares os relatos de CGH revelaram um aumento no
nimero de alteracdes em casos de pacientes com idade da doenga avangada, entretanto
nenhuma alteracdo recorrente foi observada (Hungermann et al., 2006). No presente estudo,
foram detectadas alteragdes recorrentes nos trés casos de CDS analisados pela HR-CGH com
perdas gendmicas mais prevalentes.

Neste estudo foram observadas freqiientes perdas gendmicas para os oncocitomas,
entretanto ganhos foram ausentes. Perdas de regides nos cromossomos 1, 2 e 15 foram
concordantes com os achados de CGH para os carcinomas mucoepiderméides deste estudo
e do estudo de Verdorfer et al. (2009). Perdas em 14q também foram freqiientes para os ON
assim como para os adenocarcinomas deste estudo, em concordancia com estudos prévios de
CGH (Kasamatsu et al., 2005; Santos, 2007). Nao temos conhecimento de dados de perdas ou
ganhos genodmicos pela CGH em amostras de oncocitomas. Os resultados obtidos pela CGH
nas demais neoplasias de glandula salivares sdo controversos.

Foram observadas regides minimas comuns alteradas nos diferentes tipos de tumores de
glandula salivar. Perdas envolvendo a regido 1¢q32-q41 foram observadas freqiientemente em
16/27 AP; 7/11 TW; 3/6 CXAP; 6/6 CAC; 2/4 CME; 2/3 ACAR e 3/3 CDS. O gene KISS!
mapeado em 1g32 atua como supressor metastitico. Este gene foi detectado mutado em
melanomas malignos e em alguns tipos de canceres de mama, sugerindo seu envolvimento na
regulacdo do processo metastatico em canceres humanos (Lee e Welch, 1997; Ohtaki et al.,
2001). Outro gene associado a esta regido € o CENPF (1q31-q41), uma proteina centromérica
que atua na organizacdo do complexo cinetocdrico durante a segregacdo mitdtica (Liao et al.,
1995).

Ganhos em 4q23-q24 foram observados em 3/11 TW; 3/6 CXAP; 3/6 CAC e 2/2 CEM;
nesta regido estdo mapeados os genes SMARCADI (4q22-q23) que estd envolvido em
processos de modificagdo da cromatina e regulacdo da transcricdo (Okazaki et al., 2008); e
MAPKI0 (4922.1-g23) que atua como transdutor de sinal e tem papel numa variedade de
processos celulares como proliferacdo, diferencia¢do e regulacio da transcri¢do (Song et al.,

2009).

83



Perdas em 6q22 foram encontradas em 9/11 TW; 4/6 CXAP; 5/6 CAC; 2/4 CME; 2/3
ACAR e 2/2 CEM; onde se encontra mapeado o gene LAMA2 (6q22-q23) que estd envolvido
na regulacdo da adesdo celular a matriz extracelular e migragdo celular (Schéele et al., 2007).

Perdas da regido 7p14 foram observadas em 14/27 AP; 9/11 TW; 4/6 CXAP; 3/6 CAC e
2/2 CEM. Nesta regido encontram-se genes como o SEPT7 (7p14.1-p14.3), que participa da
localizacdo de cinet6coros e sua delecdo resulta na perda de segregacdo dos cromossomos
decorrente a perda de expressdo da proteina CENP-E (Zhu et al., 2008); e o gene INHBA
(7p13-p15), um suposto candidato a supressor tumoral devido a seu papel de inibidor do
crescimento celular em canceres de mama (Reis et al., 2004).

Ganhos em 7q11.2 foram observados em AP (11/27); TW (4/11); CAC (4/6) e CDS
(3/3). Nesta regido estdo mapeados os genes: TBL2 (7q11.23) que participa de processos
bioldgicos e vias de sinalizacdo intracelular; e FGL2(7q11.23) que atua na transducdo de
sinal; indug@o da angiogénese e metdstase tumoral via inducéo de citoquinas (Su et al., 2008).

Ganhos em 8p23 foram observados comumente em AP (9/27) e CXAP (3/6).
Amplificacdes em 8p23 foram detectadas em alguns subtipos de carcinomas mamarios por
CGH array (Loo et al., 2004) e translocacdes em 8p23 também foram relatadas em neoplasias
hematolégicas e carcinomas de células escamosas da cabeca e pescogo (Wong et al., 2000; Jin
et al., 2001). Nesta regido estd mapeado o gene MFHASI (8p23.1), um suposto oncogene
relacionado a alguns histiocitomas fibrosos malignos (Tagawa et al., 2004). Sakabe et al.
(1999) relataram que a proteina MFHASI tem varios dominios especificos como RAS,
dominios de ligacdo a leucinas, sitios de ligacdio ATP/GTP, repeticdes em tandem ricas em
leucinas, entre outros; que sao elementos estruturais ou funcionais importantes na interacio de
proteinas relacionadas ao ciclo celular. A fung¢do normal da MFHASI inclui possivel
atividade tumorigénica. Os autores demonstraram pela primeira vez esta atividade
transformante em um ensaio tumorigénico in vivo e sugeriram que o MFHASI ndo é somente
um gene alvo de amplificacdo, como também de transloca¢dao. Um dado interessante é que
dos nove AP analisados por HR-CGH que apresentaram ganho da regido 8p23, trés casos
(AP49, AP50 e APS55) apresentaram recidiva e/ou um segundo tumor primdrio, sugerindo
uma associacdo entre as altera¢des nesta regifo e agressividade tumoral.

Perdas em 9p21 também foram recorrentes em 16/27 AP; 11/11 TW; 6/6 CXAP; 3/6
CAC; 2/3 ACAR e 2/2 CEM. Nesta regido estd mapeado o gene CDKN2A, um gene supressor
tumoral que codifica a proteina pl16, importante inibidora do ciclo celular. Esta regido foi
relatada deletada numa variedade de tumores, incluindo glioblastomas, leucemias, melanomas

malignos da mucosa, canceres de bexiga, carcinomas de células escamosas da cabega e
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pescoco e carcinomas adendides cisticos (Gebhart et al., 2003; Willman e Hromas, 2006;
Suzuki et al., 2007). O gene TUSCI, mapeado em 9p21.2, foi sugerido como um candidato a
supressor tumoral em canceres de pulmao (Shan et al., 2004).

Perdas em 9q21 foram encontradas nos casos de TW (8/11) e CXAP (6/6). Nesta regido
estd mapeado o gene RASEF (9921.32), que estd associado com o transporte protéico e sinal
de transdugdo; e foi correlacionado a suscetibilidade ao melanoma humano (Jonsson et al.,
2005). Perda alélica em 9q foi associada a fendtipos agressivos de carcinomas papilares da
tireéide (Kitamura et al., 2000). Dele¢des da regido 9q21.1-q21.2 foram correlacionadas a
progressdo de tumores de células escamosas da cabega e pescoco (Abou-Elhamd et al., 2008).

Em 11p11.2 foram detectados ganhos gendmicos em 11/27 AP e 3/11 TW. Nesta regido
estd mapeado o gene MADD que tem papel importante no controle da sobrevivéncia/morte de
células tumorais e confere resisténcia significante a inducdo da apoptose por TRAIL
(Mulherkar et al., 2007).

Foram observadas freqiientes delecdes de 12q22-q24 em 20/27 AP; 11/11 TW; 3/6
CXAP; 6/6 CAC; 2/4 CME; 3/3 CDS e 2/2 CEM, onde esta mapeado o gene DUSP6 (12q22-
q23). Este gene foi identificado como supressor tumoral em linhagens celulares humanas de
carcinomas pancredticos e atua principalmente na inativacdo da atividade de MAPK e na
regulacdo da progressdo do ciclo celular (Xu et al., 2005). O gene SUDS3, mapeado em
12q24.23, atua na modificacdo da cromatina e tem sido investigado seu papel de supressor
metastitico em canceres de mama (Silveira et al., 2009). O gene KSR2 (12q24.22-q24.23),
que atua em cascatas de sinalizacdes intracelulares, foi relatado envolvido na regulacdo
negativa da via de sinalizagdo NF-KappaB e da via MAP quinase mediada por Cot, que estdo
associadas a processos inflamatoérios e oncogénese (Channavajhala et al., 2003). Nesta regido
encontra-se também o gene NOSI (12q24.2-q24.31),

Outra regido deletada foi 16p12-p13.3 em 12/27 AP; 10/11 TW; 3/6 CXAP; 3/6 CAC;
3/3 CDS e 2/2 ON. R@dahl et al. (2005) detectaram perda desta regido por CGH
cromossdmico em 2/4 schwanomas e validaram subseqiientemente por LOH (perda de
heterozigose) e FISH. O gene AXINI (16p13.3) estd mapeado nesta regido e € responsavel
pela codificag¢do de uma proteina citoplasmadtica que funciona como um regulador negativo da
via de sinalizagdo de WNTI e que pode induzir a apoptose. Em carcinomas de es6fago foi
observada uma diminui¢io da sua expressdo (Nakajima et al., 2003).

Perdas em 16q sdo freqiientemente relatadas em tumores sélidos (tais como cancer de
préstata, mama, pulmio, nasofaringe e hepatocelular) por CGH cromossémico, sugerindo a

presencga de genes supressores tumorais nesta regido (Schick et al., 2007). Seis genes: WWOX
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(16923.3-q24.1), WFDC1 (16q24.3), MAF (16q22-q23), FOXF1 (16q24), MVD (16q24.3) e
CRISPLD2 (16q24.1) localizados em 16q foram relatados como possiveis supressores
tumorais em cénceres de préostata (Watson et al., 2004). No presente estudo, foram observadas
perdas em 16q22-q24 em 18/27 AP; 11/11 TW; 3/6 CXAP; 5/6 CAC; 3/4 CME; 2/3 ACAR;
3/3 CDS; 2/2 CEM e 2/2 ON. Outros genes mapeados nesta regido incluem o CDHI ou E-
caderina (16q22.1), uma molécula de adesdo que atua como supressor tumoral em diversas
neoplasias, como carcinomas géstricos e ginecoldgicos e o CTCF (16q22.1), um fator de
transcricdo regulado por imprinting e sensivel a metilagdo, que foi associado com a
tumorigénese mamaria (Risinger et al., 1994; van Wezel et al., 2005).

Perdas em 17¢q21-q22 foram observadas em12/27 AP; 11/11 TW; 4/6 CXAP; 3/3 CDS e
2/2 CEM. O gene supressor de metastase NMEI ou NM23 (17q21.3) tem sido relatado como
deletado em carcinomas de pulmao, mama, coloretal e renal (Eddy et al., 1991; Tee et al,
2006; Boisson et al, 2007). Reducgéo da expressdo de NM23 foi significativamente associada
com o comportamento agressivo de melanomas e carcinomas de mama, colon e géstricos. Em
contrapartida, altos niveis de expressdo do gene NM23 foram observados em estigios
avancados de carcinomas da tiredide e associados com redugdes significantes da sobrevida de
pacientes com neuroblastomas e osteosarcomas. Portanto, a expressdo de NM23 é divergente
em vdarios tumores malignos, e sua reducdo de expressdo parece estar relacionada com o
aumento do potencial metastitico na maioria dos tipos de carcinomas. Contudo, tem sido
hipotetizado que o gene NM23 tem um papel tecido-especifico e que diferentes mecanismos
regulatorios atuam em diferentes tumores (Tee et al., 2006).

Quarenta por cento dos canceres de células escamosas da cabeca e pescoco mostram
LOH em 18q e este achado tem sido associado a pacientes com pior progndstico (Takebayashi
et al., 2004). Nesta regido estd mapeado o gene supressor tumoral CDHI9 (18q22-q23), uma
caderina de adesdo que deletada contribui para a invasdao tumoral e progressdo dos CCECP
(Blons et al., 2002). Neste estudo, observaram-se perdas em 18q em 5/27 AP; 9/11 TW; 3/6
CXAP; 5/6 CAC; 3/4 CME,; 2/3 ACAR; 3/3 CDS; 2/2 ON e 2/2 CEM. Nesta regido encontra-
se mapeado também o gene supressor tumoral SMAD4 (18qg21.1), que foi relatado como
deletado ou com expressdao diminuida numa variedade de tumores malignos, incluindo
carcinomas de pancreas, pulmao, ovario, esdfago, cabeca e pescogo, colorretal e mama (Hahn
et al., 1998; Takei et al., 1998; Takakura et al., 1999; Natsugoe et al., 2002; Xie et al., 2003;
Reinacher-Schick et al., 2004; Deckers et al., 2006). A auséncia ou diminui¢do da atividade
do SMAD4 diminui a responsividade do TGFBI (ou TGF-f), um fator de inibi¢do do ciclo

celular que leva a proliferacdo destas neoplasias (Grady, 2005; Willman e Hromas, 2006).
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Regides de alta instabilidade genética foram identificadas em 19p13.1 em carcinomas
hepatocelulares, sugerindo a presenca de genes envolvidos na supressio do processo
metastatico (Zhang et al., 2003). Perdas envolvendo 19p13.1-p13.2 foram detectadas neste
estudo em 10/21 AP; 10/11 TW; 3/3 CDS; 2/2 ON e 1/1 CAC. Nesta regido estdo mapeados
os genes PRKACA (19p13.1), uma molécula cAMP importante numa variedade de fungdes
celulares e CASP14 (19p13.1) que tem papel central na apoptose (Tasken et al., 1996; Park et
al., 2006).

Perdas em 19q13.1-q13.4 também foram recorrentes (16/27 AP; 11/11 TW; 3/6 CXAP;
3/6 CAC; 3/3 CDS e 2/2 CEM. O gene TGFBI (TGF-p) estda mapeado em 19q13.2 e codifica
um peptideo com fungdes relacionadas ao controle da diferenciagdo e proliferacio celular,
funcionando como um potente inibidor da proliferacdo de células epiteliais (Seoane, 2006).
Adicionalmente, observou-se a delecdo de outras regides gendmicas onde se mapeiam genes
envolvidos na via de sinalizacdo do TGFBI entre os 11 TW em estudo, incluindo: CDHI
(16g22.1) em 11 casos; CBP (16p13.3) em 10 casos; SARA (1p32.2) em 10 casos e
ERKI1(16p11.2) em 11 casos. O tumor de Warthin é composto por uma bicamada colunar e
um epitélio basaldide que forma multiplos cistos com numerosas papilas acompanhadas por
proliferacdo do foliculo contendo tecido linféide (Ellis, 2007). Os tumores aqui estudados
passaram por processo de microdisseccdo, e portanto, foram estudadas as células epiteliais
dos TW. Assim, podemos sugerir que as células do tecido epitelial apresentariam perdas do
gene TGFBI resultando em perda do controle da proliferacdo celular nestes tumores. Esses
achados sugerem que genes envolvidos na via do TGF-B poderiam estar associados aos
tumores de Warthin e seriam candidatos interessantes para validacao.

A delecdo da regido 22q, onde estd mapeado o gene NF2 (22q12.2) que atua na conexao
do citoesqueleto com a membrana celular, tem sido relatada em schwannomas, glioblastomas
e astrocitomas anaplésicos (Willman e Hromas, 2006). Neste estudo, foi observada perda da
regido 22q12-q13 (17/27 AP; 10/11 TW; 4/6 CXAP; 5/6 CAC; 3/4 CME; 2/3 ACAR; 3/3
CDS e 2/2 ON). Nesta regido também se mapeia o gene TIMP3 (22ql12.3), pertencente a
familia TIMP (proteinas inibidoras de metaloproteinases de matriz). Este gene tem sido
associado com diversas funcdes bioldgicas, incluindo inibi¢do do crescimento tumoral e
metastase. Han et al. (2004) demonstraram um efeito inibitério da invasio celular (tumor de
mama) em células transfectadas-TIMP3 quando comparadas as células controle-TIMP3
negativo, sugerindo que a inibicdo da invasdo celular do céncer de mama, tanto pelo
suplemento exdgeno quanto pela expressdo endégena de TIMP3, pode ser fisiologicamente ou

patologicamente relevante no microambiente tumoral. Em 22q13.31 esta mapeado o gene

87



PHF2IB gene (PHD finger protein 21B), um fator transcricional com um dominio PHD zinc
finger. As proteinas Zinc fingers variam amplamente na estrutura, bem como na sua fungéo,
por interacdes de ligacio DNA/RNA para proteina-proteina e associagdo de membrana. O
termo zinc finger € amplamente utilizado para identificar qualquer estrutura compacta que é
estabilizada por fons de zinco, o qual desempenha um papel estrutural. Estas proteinas podem
estar envolvidas nos processos de duplicagdo e reparo, transcri¢do, metabolismo e sinalizagdo,
proliferacdo celular e apoptose (Bienz, 2006).

Excluindo-se as alteragdes gendmicas comuns aos diversos tipos tumorais, foram
observadas alteracdes gendmicas exclusivas para os diferentes tipos histolégicos.

Para os adenomas pleomorficos, foram observadas alteracdes gendmicas exclusivas
envolvendo ganhos e perdas gendmicas, sendo que os ganhos gendmicos foram mais
freqiientemente observados. Ganhos em 2p25 foram observados em 7/27 casos avaliados.
Nesta regido estd mapeado o gene GREBI (2p25.1), um regulador de estrogénio, com
importante papel na proliferacdo de cinceres de mama e prostata (Rae et al., 2006). O gene
ADAM17 (2p25), também mapeado nesta regido, codifica uma metaloproteinase de matriz que
estd envolvida na formac@o e proliferacdo de canceres (McGowan et al., 2008). Ganhos em
2q37 (8/27), onde estd mapeado o gene HJURP (2q37.1), um fator central na deposicdo de
CENP-A e manutencio dos centrdmeros (Dunleavy et al., 2009). Foram observados ganhos
em 3q12 (10/27), onde esta mapeado o gene TFG (3q12.2) que atua na via NF-KappaB. Este
gene estd envolvido em rearranjos com os genes TRKT3, ALK e NORI (Miranda et al., 2006).
Em 3q29 foram observados ganhos em 7/27 AP. O gene TNK2 (3q29), encontra-se mapeado
nesta regido, e codifica uma tirosina quinase cuja amplifica¢do em tumores primdrios foi
correlacionada com pior progndstico. Howlin et al. (2008) relataram que este gene induz a
migracdo e invasdo de células tumorais de mama via preservagdo da expressdo de EGFR,
explicando assim seu comportamento oncogénico in vitro e sua correlacdo com canceres de
mama metastiticos in vivo. Foram observadas perdas em Spl12 (14/27), regido onde estd
mapeado o gene FBXO4 (5p12), que codifica uma proteina de ubiquitinacdo. Foi observado
que mutacdes neste gene que levam a inibicdo da atividade de Fbxo4 resultando no acimulo
nuclear de ciclina D1 e na transformacao oncogénica em diversos cinceres humanos (Barbash
et al., 2008). Ganhos em S5p15.2-p15.3 (10/27), onde estd mapeado o gene TRIO (5pl15.2)
foram observados entre os AP. Amplificacdo deste gene e expressdo elevada do mRNA foram
associadas a invasdo de tumores em crescimento e a rapida proliferacdo celular tumoral em
canceres de bexiga (Zheng et al., 2004); e com a progressdo de sarcomas de tecidos moles

(Adamowicz et al., 2006). O gene TERT, também mapeado em 5p15.33, tem funcido na
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manutengdo dos telomeros e foi sugerido como marcador tumoral de progressdo em diversas
neoplasias em estdgios iniciais (Collins, 2008). Ganhos em 523 foram detectados em 9/27
AP. Nesta regido encontra-se o gene HBEGF (5g23), um fator de crescimento membro da
familia EGF, responsavel pelo estimulo da diferenciac@o e crescimento celular. Este gene tem
sido relatado envolvido na angiogénese e génese tumoral (Scuderi e Failla, 2008). Ganhos em
6p24-p25 foram observados em 8/27 casos. Nesta regido estd mapeado o gene EDNI
(6p24.1), que estimula a migracdo de células endoteliais e sinalizacdo célula-célula. A
proteina EDN1 foi relatada com niveis de expressdo elevados no soro mulheres com céancer de
mama (Yildirim et al., 2008) e em linhagens celulares de canceres de bexiga (Wiilfing et al.,
2005), sugerindo o valor prognéstico deste gene. Estd mapeado também o gene CAGE]
(6p24.3), com fungdo ainda desconhecida; foi observada expressdo elevada deste gene em
canceres prostiticos, de mama e da tireide (Parmigiani et al., 2006). O gene NEDD9
(mapeado em 6p24-p25), atua na ativacdo da progressdo e invasdo tumoral. Expressio
elevada deste gene foi correlacionada com o desenvolvimento de metédstases em tumores
solidos (O’Neill et al., 2007). O gene TWISTI (7p21.2) estd associado a indugdo da
progressdo tumoral, promovendo o crescimento celular e dirigindo a oncogénese em vdrios
canceres, via expressdo de YB-I (Shiota et al., 2008). No presente estudo foram observados
ganhos em 7p21 (7/27). Ganhos em 9p23-p24 foram observados em 8/27 AP avaliados. Nesta
regido estdo mapeados genes envolvidos com processos tumorais como JMJD2C (9p24.1),
que tem papel na modificagio da cromatina e transcricdo. Aberragdes cromossOmicas e
expressdo elevada do transcrito deste gene foram associadas com carcinomas de células
escamosas do esdfago (Cloos et al., 2006). O gene RLNI (9p24.1), foi associado a promogao
da proliferacdo celular, invasividade e adesdo in vitro em linhagens de cinceres prostaticos
(Feng et al., 2007). Foram detectados freqiientes ganhos em 9q21 (8/27). Nesta regido estd
mapeado o HNRNPK (9921.32-q21.33), um gene que pertence a subfamilia de
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas e que atua na progressdo do ciclo celular. A
expressdo elevada deste gene foi relacionada com o desenvolvimento de carcinomas de
células escamosas orais (Roychoudhury e Chaudhuri, 2007). Ganhos em 11p13 foram
detectados em 9/27 AP. Nesta regido encontra-se o gene CD44 (11p13), que estd envolvido
em processos de interacdo célula-célula, adesdo e migragéo celular. A interacdo entre o CD44
em células epiteliais tumorais e seu ligante de hialurona na matriz extracellular tem sido
relatada como um evento importante na progressio tumoral e metdstase de diversos canceres,
incluindo cinceres de mama (Afify et al., 2009). Ganhos em 11p15 foram observados em

9/27 AP. O gene TSGI0I (11p15), atua na regulacdo do crescimento celular. A expressao
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deste gene é regulada positivamente num subgrupo de canceres de mama invasivos e a
expressdo elevada de 7SGI0! em camundongos transgénicos revela fracas propriedades
oncogénicas na iniciacdo de canceres de mama (Oh et al., 2007). Outro gene candidato € o
HRAS (11pl5.5), um oncogene envolvido em uma variedade de carcinomas, incluindo
carcinomas medulares da tiredide (Goutas et al., 2008). A ativacdo deste gene foi
correlacionada com canceres de mama invasivos (Shin et al., 2005). Ganhos em 12p11.2-p12
foram detectados em 9/27 AP. Nesta regido estd mapeado o gene KRAS (12pl12.1), um
oncogene que tem sido relacionado a diversos canceres como adenocarcinoma de pulmado,
carcinoma ductal de pancreas, carcinoma coloretal, entre outros (Plesec e Hunt, 2009). Em
12p13 (ganhos em 8/27) estd mapeado o gene ETV6 (12pl13), um fator de transcri¢dao
envolvido com rearranjos cromossdmicos que tem sido associado a leucemias e fibrosarcomas
congénitos (lijima et al., 2002). Ganhos em 14q12 foram observados em 8/27 AP avaliados.
Nesta regido estdo mapeados os genes FOXAI (14q12-q13), um fator de transcrigdo que tem
sido relatado como suposto oncogene em carcinomas de tiredide (Nucera et al., 2009); e o
gene NEDDS (14q12), que atua na regulacdo do ciclo celular e sua expressdo elevada tem
sido correlacionada com a progressao de carcinomas de células escamosas orais (Chairatvit e
Ngamkitidechakul, 2007). Em 17p13 foram detectados ganhos em 9/27 AP. O gene TNFSF13
(17p13.1), mapeado nesta regido, tem papel na regulacdo positiva da proliferacdo celular e foi
relatado envolvido na patogénese de glioblastomas multiformes atuando como marcador
prognostico (Ikzecka e Ikzecki, 2006). Ganhos em 17q25 foram observados em 7/27 AP.
Nesta regido estd mapeado o gene FASN (17q25) que tem sido relatado com fungdo de
oncogene na presenga do gene AR por inibir a via de apoptose intrinseca em carcinomas
prostaticos (Migita et a;., 2009). Ganhos em 18p11.2 (7/27), onde estd mapeado o gene
CTAGE (18p11.2), um antigeno tumoral, que tem sido detectado numa variedade de tumores
como linfomas de células T cutaneos, melanomas, carcinomas de células escamosas da cabeca
e pescoco, carcinomas de mama e carcinomas de célon (Usener et al., 2003). Ganhos em
20q13.3 (7/27) coincidem com a localizagdo do gene EEFIA2 (20q13.3), um suposto
oncogene tumoral que tem sido observado com expressio elevada em carcinomas
pancredticos (Cao et al., 2009). Foram observados ganhos em 22q13 em 8/27 AP. Nesta
regido estd mapeado o proto-oncogene PIM3 (22q13) que atua na progressao do ciclo celular
e inibi¢do da apoptose contribuindo para a tumorigénese (Morishita et al., 2008). Em Xp22.1-
p22.3 foram observados ganhos em 7/27 casos avaliados. Nesta regido encontra-se o gene

SH3KBPI (Xp22.1-p21.3) que atua em processos de sinalizagdo célula-célula, adesdo celular
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e organizacdo do citoesqueleto. Foi relatado que este gene complexado com o gene AMAPI
estd envolvido na invasdo tumoral de cianceres de mama (Nam et al., 2007).

Para os tumores de Warthin, foram observados ganhos e perdas gendmicas exclusivas.
Perdas em 1p12 foram observadas em 7/11 casos avaliados. Nesta regido estd mapeado o gene
SLCI6A1 (1pl2) que estd envolvido no transporte celular de substratos que induzem a
diferenciacdo celular; e que foi observado com expressdo reduzida em cénceres de mama
(Asada et al., 2003). Perdas em 1q21-q23 (7/11) coicidem com a localiza¢do do gene PYHIN1
(1g23.1), que atua no controle do ciclo celular e que tem suposto papel de supressor tumoral
em canceres de mama (Ding et al., 2006). O gene ANAPCI (2q12.1) que atua no ciclo celular,
divisdo celular e mitose pode estar relacionado a perda gendmica em 2q12 detectada em 8 de
11 TW analisados. Fujita et al. (2008) sugeriram que o complexo CDHI/ANAPCI atua na
supressdo tumoral de céanceres colorretais via regulagdo de SKP2, uma ubiquitinina ligase,
critica na regulacdo da transi¢cdo G1/S do ciclo celular. Foram observados ganhos em 4¢q27
(3/11), onde estd mapeado o gene MAD2LI (4q27), um checkpoint do ciclo celular, que foi
observado com expressdo elevada numa variedade de tumores, incluindo carcinomas
hepatocelulares (Zhang et al., 2008). Em 5q21 foram detectados ganhos em 4/11 casos
avaliados. Nesta regido encontra-se o gene FER (5q21), que codifica uma tirosina quinase
requerida para a progressdo do ciclo celular em células tumorais malignas (Pasder et al.,
2006). Ganhos em 7q21 foram detectados em 3/11 TW. Nesta regido estd mapeado o gene
HGF (7g21.1) que atua como uma citoquina multifuncional que exerce papel importante em
processos de motilidade celular, mitogénese, invasdo da matriz extracelular, angiogénese, e
regeneracdo tecidual. Este gene foi relacionado & formacdo e progressdo de gliomas,
promovendo a proliferacdo tumoral (Tu et al., 2009). Também foram observadas perdas em
12q13-q14 (10/11). O gene WIFI (12q14.3), atua como inibidor da via Wnt e tem sido
proposto como supressor tumoral (Kansara et al., 2009). Queimado et al. (2007) relataram que
a regulacdo negativa deste gene tem um papel importante no desenvolvimento e/ou
progressdo de adenomas pleomorficos da glandula salivar.

Tanto ganhos como perdas gendmicas exclusivas foram freqiientemente observadas para
os carcinomas ex-adenomas pleomorficos. Perdas em 2p12 foram observadas em 3/6 casos.
O gene HTRA2 (2pl2), que atua principalmente em processos de apoptose, estd mapeado
nesta regido e foi relatado como suposto supressor tumoral em canceres de ovério
(Narkiewicz et al., 2008). Ganhos em 2q33 foram detectados em 3/6 CXAP. Nesta regido estd
mapeado o gene ERBB4 (2q33.3-q34) que codifica um membro da familia de receptores de

fatores de crescimento epidermais. Foi relatado que este gene atua no desenvolvimento da
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mama normal e do cancer de mama por regular a proliferacdo de células epiteliais mamarias,
sobrevivéncia e diferenciacido (Li et al., 2009). Ganhos em 2q36 foram observados em 3/6
CXAP. O gene FEV (2q36) mapeado nesta regido atua como repressor transcricional e tem
importante papel na diferenciagdo celular (Maurer et al., 2003). Nesta regido estd mapeado
também o gene EPHA4, um receptor transmembrana de tirosina quinase, que tem sido
correlacionado com desenvolvimento de metdstases em canceres colorretais e
adenocarcinomas do ducto pancredtico (liizumi et al., 2006; Oshima et al., 2008). Perdas em
3p12-p13 foram detectadas em 4/6 CXAP. O gene ROBOI mapeado em 3p12 atua na adesdo
e diferenciacdo celular. Este gene foi proposto como supressor tumoral em carcinomas de
células escamosas da cabeca e pescoco (Ghosh et al., 2009). Ganhos em 4q26 foram
detectados em 3/6 casos. O gene FGF2 (4q26-q27) é um candidato a estar envolvido nestes
tumores por contribuir para a proliferagdo celular tumoral e angiogénese. Expressdo elevada,
mutagdes de ponto, variacdes de splicing e alteracdes gendmicas de FGF2 tém implicagcdes no
desenvolvimento de diversos céanceres (Ribatti et al., 2007). Ganhos em 4q34 foram
detectados em 3/6 CXAP. Nesta regido estd mapeado o gene VEGFC (4q34.1-q34.3) que atua
na angiogénese e no crescimento celular endotelial. Foi proposto seu papel na progressio
tumoral por estimular a linfangiogénese em carcinomas de células ndo pequenas do pulmdo
(Guo et al., 2009). Perdas em 5q11.2 foram observadas em 4/6 CXAP. Nesta regido estd
mapeado o gene ITGAI (5q11.2), que codifica uma integrina importante na adesdo a matriz
extracelular. Redugdo da expressdo deste gene foi correlacionada com desprendimento da
matriz extracelular e reducdo da atividade migratdria de células humanas de neuroblastomas
(Tanaka e Fukuzawa, 2008). Perdas em 5q15 foram detectadas em 3/6 casos. O gene
ANKRD32 (5q15), mapeado nesta regido, atua como checkpoint no reparo a danos no DNA e
também no controle do ciclo celular (Adams et al., 2005). Perdas em 6q14 foram observadas
em 3/6 CXAP. O gene SNORD50A (6q14.3), mapeado nesta regido, foi relatado com fungio
de supressor tumoral em canceres de mama e prostata (Dong et al., 2009). Perdas em 7p11.2
estavam presente em 50% dos CXAP (3/6 casos). Nesta regido estd mapeado o gene SEPT[4
que atua no transporte entre membranas, apoptose, polaridade celular, regulagdo do ciclo
celular e outras funcgdes celulares (Peterson et al., 2007). No cromossomo 8, foram observados
ganhos freqiientes em 8p22 em 3/6 CXAP. O gene NATI (8p21.3-p23.1), mapeado nesta
regido, € uma acetil-transferase que atua em diversos processos metabdlicos. Foi observada
expressdo elevada deste gene em linhagens celulares de canceres de mama positivas para o
receptor de estrogeno (Wakefield et al., 2008). Também foram detectados ganhos em 8q21.3-

q22 em 3/6 casos avaliados, onde estd mapeado o gene ANGPTI (8q22.3-q23) que tem papel
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na angiogénese tumoral (Metheny-Barlow e Li, 2003). Perdas em 8q11.2 foram observadas
em 3/6 CXAP. O gene TCEAI mapeado nesta regido (8qll1.2) participa do processo de
elongacdo do RNA e da regulacio da transcricdo. Foi relatado que a translocagdo deste gene
com PLAG], ativa sua fung@o oncogénica em adenomas pleomérficos de glandulas salivares
(Asp et al., 2006). Perdas em 10p15 (3/6) coincidem com a localizacdo do gene KLF6, um
gene supressor tumoral envolvido em vérios cinceres, incluindo cincer de prostata (Narla et
al., 2001). No cromossomo 11, foram detectadas perdas em 11p11.2 em 5/6 CXAP. O gene
supressor de metdstase CDS82 (11p11.2) encontra-se mapeado nesta regido. A perda ou
expressdo reduzida deste gene tem sido correlacionada com a progressdo tumoral e
desenvolvimento de metastase em varios canceres solidos (Chen et al.,, 2004). Foram
detectadas perdas em 11q12 em 3/6 CXAP avaliados. O gene PLA2G16 (11q12.3), mapeado
nesta regido, tem funcao de supressor tumoral e foi relatado com regulacio negativa em varios
carcinomas e linhagens celulares tumorais (Roder et al., 2002). Ganhos em 12q14-q15 (4/6),
coincidem com a localizacdo do gene RAPIB (12ql14), um transdutor de sinal, que tem
suposto papel na progressdo de tumores malignos (Mitra et al., 2003). O gene MDM?2
(12q14.3-q15) também mapeado nesta regido, atua no ciclo celular, apoptose e tumorigénese.
A expressdo elevada deste gene resulta na inativacdo de TP53, diminuindo sua funcdo de
supressor tumoral e promovendo assim a progressdo tumoral (Vargas et al., 2003). O
oncogene RASSF3 (12q14.2) também estd mapeado nesta regido e foi relatado como mutado
em diversos canceres. Ganhos em 13q14 foram observados em 3/6 CXAP. Nesta regido
encontra-se mapeado o gene NEK3 (13q14.13) que atua no ciclo celular, divisdo celular e
mitose. Polimorfismos de inser¢do e delecdo neste gene foram associados com diversos
canceres (Herndndez ¢ Almeida, 2006). Perdas em 14q11.2 foram detectadas em 3/6 CXAP.
Nesta regido encontra-se o gene NDRG2 (14ql1.2), que estd envolvido na diferenciagdo
celular e supressdo tumoral. Foi observada reducéo ou auséncia da expressdo deste gene em
varios canceres (Zhao et al., 2008). Perdas em Xp11.4 foram observadas em 4/6 casos. Nesta
regido encontra-se mapeado o gene TSPAN7, importante na transdug@o de sinal de proteinas
transmembranas e na regulagdo do desenvolvimento, ativacdo, crescimento e motilidade
celular; ndo ha relatos do envolvimento deste gene em cancer. Em Xql12 foram detectas
perdas em 5/6 CXAP. O gene EDA2R (Xql2), localizado nesta regido, foi relatado com
funcdo de supressor tumoral por prevenir a transformacio maligna e progressdo tumoral pela
regulacdo da apoptose em tumores colorretais (Tanikawa et al., 2009).

Entre os carcinomas adendides cisticos, foram observados ganhos gendmicos em

1g21 (4/6) exclusivamente para este tipo tumoral onde estd mapeado o gene RABI3 (1q21.2).
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A proteina RAB13 atua na adesio celular e transporte protéico, podendo atuar na invaséo e
metastase (Kanda et al., 2008). Ganhos em 2q11.2-q14.1 (2/5) coincidem com a localizagio
do gene GLI2 (2q14), um fator de transcri¢do que atua como oncogene em varios canceres,
incluindo cancer de prostata (Thiyagarajan et al., 2007). Foram detectados ganhos também em
5q11.2-q12 (2/5). O gene CCNBI (5q12), mapeado nesta regido, atua na progressio do ciclo
celular e foi relatado com expressdo elevada em carcinomas de células escamosas de esofago,
(Song et al., 2008). Nenhuma perda exclusiva foi observada para este tipo tumoral.

Foram detectados ganhos exclusivos nos carcinomas mucoepiderméides, incluindo
ganhos em 1p32 (3/4), onde estdo mapeados os genes JUN (1p31-p32) que foi relacionado
aos processos de tumorigénese e metistase em canceres de mama (Zhang et al., 2007); e
TACSTD?2 (1p31-p32) que atua como oncogene em varios canceres, incluindo cancer de c6lon
(Wang et al., 2008). Ganhos em 1q25 (2/4) coincidem com a localizacdo do gene TPR (1q25),
um importante checkpoint do ciclo celular (Lee et al., 2008). Perdas exclusivas foram
observadas em 8q13 em 2/4 CME. O gene TERF I, mapeado nesta regido, atua na manutencao
dos teldmeros, regulacdo do ciclo celular e divisdo celular. Regulacdo negativa deste gene foi
associada a carcinomas de células de ndo pequenas do pulmio (Hu et al., 2008). Ganhos da
regido 12q13 foram detectados em 2/4 casos. Nesta regido estd localizado o gene ERBB3 que
atua na proliferacdo e diferenciacdo celular. Amplificagdo e/ou expressdo elevada deste gene
foram relatadas numa variedade de canceres, incluindo cinceres de mama, prostata, bexiga,
carcinomas gastricos, entre outros (Hayashi et al., 2008).

Foram observadas perdas exclusivas para os adenocarcinomas em 6q15 (2/3). O gene
PNRCI, mapeado nesta regido, atua na regulacdo da transcricdo. Foi observada uma
diminuicdo da expressdo deste gene em canceres de mama quando comparado com tecido
normal de mama, sugerindo que este gene suprime a regulagdo mediada por fatores nucleares
e por fatores de crescimento em tecidos de mama humanos (Zhou et al., 2004). Nenhum
ganho exclusivo foi observado para este tipo tumoral.

Entre os carcinomas ductais salivares foram observados ganhos exclusivos em 4p12-
p13 (3/3). O gene PHOX2A (4p12), localizado nesta regido, codifica um fator de transcri¢io
que foi relatado com expressdo elevada em neuroblastomas humanos (Longo et al., 2008).
Ganhos em 9p12-p13 foram detectados nos trés casos de CDS. Nesta regido estd mapeado o
gene BAGI (9pl2), que tem funcgdes anti-apoptoticas. Expressdo elevada deste gene foi
correlacionada com carcinomas de cdlon (Bai et al., 2007). Nenhuma perda exclusiva foi

observada para este tipo tumoral.
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Para os demais tipos tumorais (oncocitomas e carcinomas epiteliais-mioepiteliais) as
alteracdes gendmicas observadas foram comuns a outros TGS.

Perdas gendmicas foram freqiientemente detectadas para os cromossomos 16, 17, 19, 22
e Y numa média de 83%, 72%, 70%, 69% e 17% dos casos de TSG, respectivamente;
entretanto os ganhos gendmicos foram menos freqiientes, observados somente nos
cromossomos 17, 22 e Y numa média de 14%, 13% e 16% dos casos de TGS,
respectivamente. Estes achados sdo coincidentes com os relatos de Cooper et al. (2007) de
altas freqiiéncias de variacdes no niimero de cOpias para estes cromossomos.

No presente estudo, os genes NEDD9, PPARG e c-MYC foram selecionados para a
avaliagdo da expressdao gé€nica nos adenomas pleomorficos. Foram observados ganhos
exclusivos em 6p24-p25 em 8/27 (30%) casos de AP analisados pela HR-CGH. Nesta regido
estd mapeado o gene NEDD9, que codifica uma proteina essencial para o comportamento
pré-metastatico de diversos tumores. A expressdo diferencial deste gene foi associada com
adenocarcinomas metastaticos de mama (Minn et al., 2005). O gene NEDD9 é também um
efetor especifico da FAK-quinase pro-oncogénica e € requerido para a migragdo e invasao de
glioblastomas agressivos (Natarajan et al., 2006). Mais recentemente, estudos de
oncogendmica em larga escala identificaram o NEDD9 como alvo de amplicon associado com
melanomas metastaticos. Além disso, foi observada expressdo elevada do mRNA e da
proteina codificada por este gene numa porcentagem significante de melanomas metastaticos,
mesmo na auséncia da amplificagdo génica (Kim et al., 2006). Em adi¢do, tem sido
demonstrado que este gene tem papel relevante na maturagdo do sistema imune, artrite,
trombose e em outras doengas (Singh et al., 2007).

Neste estudo, foi observado aumento da expressdo do transcrito NEDD9 em 17/37
(46%) casos de AP analisados por gRT-PCR em tempo real, em concordancia com os achados
da HR-CGH. Foi observada diferenca estatisticamente significativa para o aumento de
expressdao do gene NEDD9 (P< 0,0001) quando foram comparados os casos de AP com os
controles (amostras normais). Foi observada também diferenca entre os casos com expressao
normal e aumentada (P< 0,0001). Nao foi observada associa¢do significativa para os
parametros clinico-patolégicos avaliados. O adenoma pleomérfico € a neoplasia benigna de
glandula salivar com maiores chances de evoluir para transformagdo maligna, sendo o risco
aumentado com o tempo de duracdo do tumor e com a idade do paciente. Além disso, ndo se
sabe até o presente se o carcinoma ex-adenoma pleomorfico é uma neoplasia epitelial maligna
que cresce no adenoma pleomérfico ou a partir dele; adicionalmente o CXAP freqiientemente

apresenta metéstases distantes e leva a morte do paciente dependendo do grau de invasividade
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do tumor. Entre os oito casos avaliados pela HR-CGH que apresentaram ganho da regido
6p24-25, dois casos apresentaram recidiva e/ou um segundo tumor primario. Adicionalmente,
dos 17 pacientes com AP avaliados pela qRT-PCR em tempo real deste estudo que
apresentaram idade superior ou igual a 45 anos (mediana da amostra), nove apresentaram
expressdo elevada do NEDD9. Os resultados deste estudo sugerem que ganhos desta regido
estariam associados a aumento da expressdo do transcrito NEDD9 e conseqiiente progressao
maligna e/ou pior progndstico em AP. Assim, pelo menos em um subconjunto dos casos,
ganhos gendmicos estariam associados com aumento de expressdo do transcrito. O nimero de
casos avaliados € limitado mas o gene NEDD9 mostrou-se um marcador interessante para
estudos em um maior nimero de casos em AP.

Ganhos em 3p25 foram observados em 22% (6/27 casos) dos AP analisados pela HR-
CGH; entretanto perdas genomicas também foram detectadas em 41% (11/27) dos casos.
Nesta regido estd mapeado o gene PPARG, que atua como um fator de transcricdo apods a
heterodimerizagdo com o receptor X de retindide e a ligacdo a elementos de resposta
proliferativa especificos (Mangelsdorf e Evans, 1995). Este gene esta envolvido no controle
do ciclo celular, inflamacfo, aterosclerose, apoptose e carcinogénese (Auwerx, 1999). Em
células tumorais, a ativagdo de PPARG por ligantes de alta afinidade pode induzir a
diferenciagdo celular e inibir a proliferacdo celular (Motomura et al., 2004). Assim a ativagio
de PPARG induz a parada do crescimento de células tumorais. Recentemente, algumas
pesquisas t€m demonstrado que o inibidor de cinase dependente de ciclina pode ser uma
molécula crucial durante este evento (Han et al., 2004). Numerosos estudos relataram que o
PPARG pode induzir a diferenciagdo celular em liposarcomas humanos e células de cancer de
mama. Pode também atuar como um inibidor do crescimento celular de vérios carcinomas
como de mama, préstata, pulmao, célon, estdbmago, bexiga, pancreas, epitélio oral e glandula
salivar (revisado em Hamakawa et al., 2008). Em canceres humanos de célon, mutacdes
encontradas neste gene foram associadas com a perda de sua funcdo (Sarraf et al., 1999). Os
ligantes de PPARG podem diminuir o crescimento de células tumorais humanas da bexiga e a
perda da sua expressdo estd associada com a progressdo tumoral (Nakashiro et al., 2001).
Estes achados sugerem um papel de supressor tumoral para este gene e um potencial alvo
molecular para o tratamento do cincer (Hamakawa et al., 2008).

Na avaliacdo da expressdo do transcrito PPARG por qRT-PCR em tempo real deste
estudo, foi observado aumento de expressdo em 14% (5/36) dos adenomas pleomérficos;
entretanto, a diminui¢do da expressdao de PPARG foi observada em 36% (11/36) dos casos.

Estes resultados estdo em concordincia com os achados da HR-CGH (ganhos observados em
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22% e perdas em 41% dos casos) em 3p25. Foi observada diferenca estatisticamente
significativa para a diminui¢do de expressdo do gene PPARG (P<0,0001) quando comparados
casos e controles normais. Também foi observada diferenca estatisticamente significativa na a
comparagdo entre 0s casos com expressio normal e expressdo diminuida para o gene PPARG
(P< 0,0001). Nao foi observada diferenca significativa na comparacio dos achados com os
parametros clinicos-patoldgicos. Entre os 11 casos avaliados por HR-CGH que apresentaram
perda de 3p25, trés casos apresentaram recidiva e/ou um segundo tumor primario.
Adicionalmente, dos dois casos avaliados pela qRT-PCR em tempo real que apresentaram um
segundo tumor primério, um caso teve expressdo diminuida do PPARG. Estes resultados
sugerem que a perda de 3p25 e conseqiiente diminuicdo da expressdo de PPARG podem estar
associadas ao desenvolvimento e progressdo dos adenomas pleomorficos.

Em 8q24.21, foram observados ganhos em 11% dos AP (3/27) avaliados neste estudo
pela HR-CGH. Nesta regido estd mapeado o gene c-MYC, um proto-oncogene relacionado a
progressdo de varias neoplasias, incluindo carcinomas da regido da cabeca e pescoco
(Spandidos et al., 1985). A andlise da expressdo do transcrito c-MYC por gqRT-PCR em tempo
real, foi observado aumento de expressdo em 82% dos AP (24/28) analisados neste estudo.
Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre casos e controles quanto a
expressdo do c-MYC (P= 0,0025). Nao foi observada diferenga significativa entre a expressao
do ¢c-MYC e os parametros clinicos patoldgicos avaliados, concordante com os dados da
literatura. Xue et al. (1993) relataram que 18/25 casos de AP apresentam amplificagdo e
expressdo elevada do c-MYC. Em outro estudo, foi observada expressdo da proteina c-MYC
em 42% dos AP e em 56% dos CXAP analisados, sugerindo o envolvimento deste gene na
progressdo maligna dos AP (Deguchi et al., 1993). Recentemente, Persson et al. (2009)
também relataram a amplificag@o e expressdo elevada do c-MYC em AP e CXAP, ressaltando
a importancia deste gene na progressdo maligna desses tumores. Um dado interessante, é que
dos trés casos avaliados por HR-CGH que demonstraram ganhos desta regido, um caso
apresentou recorréncia e um segundo tumor primério. Adicionalmente, os dois casos que
apresentaram expressdo elevada de ¢c-MYC também tiveram um segundo tumor priméario.O
ganho desta regido também foi observado por HR-CGH em 2/6 casos de CXAP deste estudo.
Os resultados sugerem a importincia da amplificagdo e expressdo elevada deste gene no
desenvolvimento e/ou progressdo maligna dos adenomas pleomorficos. Nossos achados
revelam que a amplificagdo do cMYC € um evento freqiiente em adenomas pleomorficos.

Na andlise comparativa dos seis casos de adenomas pleomérficos avaliados pela HR-

CGH para as alteracdes no nimero de copias gendmicas e que também foram avaliados pela
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gRT-PCR em tempo real para a expressdo gé€nica, ndo houve concordancia entre os achados
de ganhos gendmicos e o aumento de expressdo dos transcritos NEDD9, c-MYC e PPARG. A
auséncia de correlagdo pode ter ocorrido pelo nimero limitado de casos avaliados ou pela
baixa resolucdo da técnica de HR-CGH em detectar alteracdes em seqiiéncias unicas.
Entretanto, foi observada concordancia entra a perda da regido 3p25 e a diminuicdo de
expressao do transcrito PPARG em um caso, refor¢cando o envolvimento da perda desta regido
e conseqiiente diminuicdo da expressio de PPARG em um subgrupo de adenomas
pleomorficos.

Foram selecionados os genes CDHI e HRK para a avaliacdo protéica nos tumores de
Warthin deste estudo. Foram observadas perdas de regides gendmicas 16¢q22.1 e 12q24.22,
onde estdo mapeados estes genes, respectivamente, nos 11 tumores de Warthin avaliados por
HR-CGH.

O gene CDHI, codifica a proteina e-caderina, uma molécula importante na sinalizacdo e
adesdo celular. A E-caderina tem ambas as funcdes de supressora de invasdo e supressora
tumoral (Van Aken et al., 2001). Perda da imuno-expressdo de E-caderina foi observada numa
variedade de cinceres invasivos como carcinomas de células escomosas da cabecga e pescoco
e esofago, carcinomas da tiredide, mama, prostata, bexiga, cérvix uterino, endométrio, c6lon e
pancreas. Estas evidéncias sugerem que os efeitos da supressdo de invasdo da E-caderina sdo
perdidos (Chetty e Serra, 2008). Perda da expressdo protéica de E-caderina foi correlacionada
com elevados graus e estdgios do carcinoma lobular de mama (Gamalo et al., 1993). A
auséncia da expressdo de E-caderina foi observada num subtipo histolégico especifico de
cancer gastrico, o subtipo difuso (Becker et al., 1994). O maior paradigma da E-caderina
atuando como supressora tumoral foi observado em carcinomas gastricos e de mama, sendo
que foi observada a re-expressao desta proteina no émbolo e na metdstase destes carcinomas
(Van Aken et al., 2001).

Na andlise da expressdo protéica por imuno-histoquimica, nao foi observada auséncia de
expressdo para a proteina CDHI no tumor e nem nas glandulas normais adjacentes dos 47
casos de tumores de Warthin avaliados. Isto indica que o gene selecionado ndo corresponde a
regido gendmica detectada deletada pela HR-CGH. Foi observado aumento de expressdo
protéica em 77% dos casos avaliados para a membrana tumoral e em 35% e 52% dos casos
avaliados para os ductos e acinos, respectivamente, presentes na glandula salivar normal
adjacente a neoplasia benigna. Nao foi observada associacdo significativa com os parimetros

clinico-patoldgicos avaliados.
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O gene HRK tem importante papel na ativacdo da apoptose e inibi¢gdo do crescimento
celular (Inohara et al., 1997). Tem sido observado, em muitos tecidos, que reguladores
apoptéticos tém papéis criticos na tumorigénese (Shimada et al., 2006). A redugdo da
expressdo deste gene foi relacionada a progressd@o tumoral por modular a morte celular
(Inohara et al., 1997; Sunayama et al., 2004). Tem sido relatada a inativacdo de HRK em
alguns tipos de canceres, incluindo carcinomas géstricos, colorretais e prostaticos,
glioblastomas e leucemias (Sanz et al., 2002; Obata et al., 2003; Nakamura et al., 2005;
Higuchi et al., 2008).

Na andlise de IHQ para o gene HRK deste estudo foi observada auséncia de expressdo
em 31% dos casos de tumores de Warthin avaliados, em concordancia com os achados da
HR-CGH. Foi observado também uma diferencga significativa entre a auséncia de expressdo
da proteina e habito tabagista (P= 0,029), uma associac¢do ndo relatada previamente. Entre os
11 casos em que foi possivel realizar as duas andlises, HR-CGH e expressdo da proteina,
foram detectados resultados concordantes, ou seja, todos os casos mostraram perdas e
conseqilente expressdo diminuida da proteina (escores 0 e 1 para intensidade). Estes
resultados sugerem o envolvimento da delecdo e conseqiiente diminui¢do da expressdo deste
gene no desenvolvimento em um subgrupo de tumores de Warthin.

Na andlise comparativa dos onze casos avaliados pela HR-CGH para as alteragdes no
nimero de cdpias genOmicas e que também foram avaliados por THQ para a expressido
protéica, ndo foi observada concordancia da delecdo da regido 16q22.1 com a auséncia de
expressdo da proteina CDHI1. Entretanto, foi observada concordéncia da delecdo da regido
12924.22 com a auséncia da expressdo da proteina HRK em 8/11 casos avaliados, reforcando
o envolvimento da perda desta regido e conseqiiente diminuicdo da expressdo deste transcrito
em tumores de Warthin.

Os achados deste estudo pela metodologia da HR-CGH permitiram a identificacdo de
alteracdes gendmicas ndo casuais, bem como potenciais genes candidatos relacionados a
fisiopatologia dos diferentes tipos histoldgicos de TGS. A deteccdo de regides cromossOmicas
€ uma etapa fundamental para identificacdo futura de genes relacionados ao desenvolvimento

da doenca e de marcadores moleculares para o seu diagndstico.
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Conclusaoes

v' A detecg¢do de regides cromossdmicas alteradas envolvidas em perdas e ganhos
gendmicos ¢ uma etapa fundamental para a identificacdo de regides gendOmicas
relacionadas ao desenvolvimento da doenga e de candidatos a marcadores

moleculares;

v A andlise pela HR-CGH revelou que os tumores de glandulas salivares apresentam
alteracdes genOmicas comuns a subgrupos de tumores como também especificas

para cada tipo tumoral;

v" Os achados deste estudo permitiram a identificagdo de alteragdes gendmicas néo
casuais, bem como potenciais genes candidatos relacionados a fisiopatologia dos

diferentes tipos histoldgicos de TGS;

v' Os genes NEDDY9, PPARG e c¢-MYC mostraram-se alterados em adenomas
pleomorficos de glandulas salivares e confirmaram os resultados prévios obtidos de

HR-CGH;

v" Aumento da expressio do oncogene ¢c-MYC foi detectada em uma freqiiéncia
significativa de adenomas pleomorficos, indicando seu envolvimento nestes

tumores.

v" Perdas em 12q24.22 foram associadas a perda da expressdo da proteina HRK em um

subgrupo de tumores de Warthin.
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ANEXO 1. Informagdes clinico-patoldgicas dos pacientes com tumores de glandula salivar avaliados por CGH de alta resolugao.

AMOSTRAS PARAFINADAS

AMOSTRAS FIXADAS E EM BLOCOS DE PARAFINA

Caso Idade Sexo Con'sumo Cor}sumo Local do I?ata d'a 'I:ipo d'e Com'prometilo Tamanho Recidiva 2° tl'.lm’()l" o o Data do altimo
de cigarro de alcool tumor cirurgia cirurgia de linfonodos do tumor (cm) primario retorno
AP15 51 F - - PAROT 28/07/1995 PPCF - 2.8 - - VSD 29/01/2007
AP16 76 F - Ex (+) PALDM 27/07/1995 RCLMD - 2.0 - - SCP 18/05/1999
AP17 28 M - - PAROT 29/05/1995 PPCF - 6.0 - - VSD 27/05/2008
AP18 52 M - - PAROT 09/02/1996 PTCF - 2.0 + MCC 10/05/1998
AP19 54 F - - PAROT 19/01/1998 PPCF - 1.3 - VSD 18/04/2008
AP28 16 F - PAROT 26/02/1973 PPCF - 4.5 - - SCP 01/03/1973
AP29 39 F + PAROT 04/07/1995 PPCF - 2.5 - - SCP 17/07/1996
AP34 17 F - - PAROT 30/09/1994 PPCF - 3.0 - - SCP 23/08/2006
AP37 12 F - - SUBMAN 16/09/1997 SML + 1.5 - - VSD 20/02/2008
AP39 56 F Ex (+) - PAROT 09/10/2002 PPCF - 0.7 - + SCP 18/07/2006
AP40 33 F + - PAROT 05/08/2002 PPCF - 4.5 - - SCP 06/01/2004
AP41 31 F - + PAROT 23/08/2002 PPCF - 2.5 - - VSD 05/03/2007
AP43 41 M Ex (+) - SUBMAN 29/02/2001 SML - 4.5 - - SCP 08/10/2002
AP45 44 M + - PAROT 26/07/2002 PPCF - 1.2 - - SCP 12/02/2004
AP46 32 F - - PAROT 29/05/2002 PPCF - 4.5 - - SCP 21/05/2005
AP47 37 F + - GLSMIO 02/09/2002 PPCF - 8.0 - - SCP 25/07/2006
AP49 23 F Ex (+) - PAROT 25/03/1986 PPCF - 2.0 + + VSD 21/05/2008
AP50 12 F - - PAROT 02/08/1989 PPCF - 4.5 + - SCP 03/11/2005
AP51 38 F - - PAROT 27/08/1987 PPCF - 1.0 - - SCP 01/11/1990
AP53 38 F - - PAROT 27/08/1987 PPCF - 1.0 - - SCP 01/11/1990
AP54 45 M - - PAROT 26/02/2003 PPCF - 1.5 - - VSD 19/11/2007
AP55 29 F + - PAROT 24/02/1986 PPCF - 2.0 + - SCP 04/10/2005
CACl1 42 M - + PAROT 24/11/2004 PTCF 3.0 + - SCP 10/11/2006
CDS2 78 F - - PAROT 30/08/1978 PPCF 23 - - SCP 22/07/1992




CDS3 60 M - - PAROT 02/07/1990 PTCF + 3.0 - - MCC 05/01/1991
CDS5 58 M ND ND PAROT 22/04/1987 PPCF + 3.5 ND ND ND ND
CEM1 36 F - - PAROT 05/08/1963 PPCF - 2.7 - - VSD 08/08/2007
CEM2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
CXAP1 22 F + + SUBMAN 29/09/2001 ESA + 35 - - VSD 19/08/2008
CXAP2 36 F ND ND PAROT ND ND ND ND ND ND VSD ND
CXAP3 66 M ND ND PAROT 01/01/1996 ND + 6.0 + ND SCP 01/07/1997
CXAP4 50 F ND ND PAROT ND ND ND 8.4 ND ND VSD ND
CXAP5 45 M ND ND ND ND ND ND 2.5 ND ND ND ND
CXAP6 55 F ND ND PAROT ND ND ND ND + ND ND ND
ON1 75 M - - PAROT 23/12/1994 PPCF - 1.7 - SCP 17/06/2002
ON2 57 F ND ND PAROT 03/03/1989 PPCF - 4.5 - SCP 22/04/1996
TW5 68 M + + PAROT 17/12/1985 PPCF + 4.0 - - MOC 25/06/2003
TWS8 45 F + + PAROT 21/08/2002 PPCF - 1.2 - - VSD 05/11/2007
TWI10 56 M + + PAROT 24/09/2002 PPCF - 1.8 - - VSD 30/10/2007
TWI12 57 M + + PAROT 30/01/2002 PPCF - 2.0 - - VSC 10/12/2007
TWI13 68 M - - PAROT 12/03/2002 PPCF - 35 - + VCD 25/04/2008
TW14 71 M + + PAROT 05/01/1999 PPCF - 2.5 - - SCP 02/08/1999
TWI15 61 F + + PAROT 26/01/1999 PPCF - 35 - - VSD 09/01/2008
TW16 55 F + + PAROT 05/01/1999 PPCF - 6.2 - - SCP 02/07/2001
TW17 36 M + + PAROT 29/06/1999 PPCF - 2.7 + + VSD 09/04/2008
TWI18 50 M + + PAROT 04/02/1999 PPCF - 1.5 - - SCP 05/04/2000
TW19 61 M + + PAROT 27/11/2002 PPCF - 1.3 - + SCP 03/12/2002
AMOSTRAS A FRESCO
Caso Idade  Sexo Con.sumo Cor{sumo Local D.ata d.a T.ipo d.e Congprometi/o Tamanho Recidiva 2 .tur’n(?r it 7 Data do tltimo
de cigarro de alcool do tumor cirurgia cirurgia de linfonodos do tumor (cm) primario retorno
ACARIF 39 M - + PAROT 08/05/2003 PPCF - 2.0 - - VSD 08/08/2008
ACAR2F 68 F - + PAROT 01/10/2003 PPCF - 5.0 - - VSD 01/02/2007
ACAR3F 25 F - - PAROT 17/10/2003 PPCF - 1.8 - - VSD 08/05/2008
AP2F 2 M - - SUBMAN 23/04/2004 SML - 2.0 - - SCP 05/07/2004




APSF 19 M - + SUBMAN 17/02/2004 PPCF - 3.5 - - VSD 20/02/2008
AP7F 40 F Ex (+) - SUBMAN 07/01/2004 PPCF - 1.5 - - SCP 16/09/2005
APSF 64 M + + ND 28/01/2004 ND - 3.2 + - VSD 27/03/2008
APYF 25 M - + SUBMAN 12/01/2004 PPCF - 2.6 - - VSD 29/04/2008
CACIF 44 F + + PAROT 24/10/2001 PPCF - ND + - MCC 07/07/2008
CAC2F 33 F + + PAROT 12/12/2000 PTCF - 3.5 + - MOC 29/09/2003
CAC3F 24 F - - GLSMEO 20/09/2002 PPCF - 1.5 - - VSD 02/04/2007
CAC4F 65 F - - GLSMEO 05/05/2004 GST + 3.0 - - MCC 04/08/2007
CACSF 43 M Ex (+) - GLSMIO 18/10/2002 PPCF - 1.0 + - VCD 15/09/2008
CMEIF 44 M - + SUBMAN 04/08/2004 RCLMD - 1.6 - - VSD 08/08/2008
CME2F 62 F - - PAROT 14/09/2002 PPCF - 1.6 - - VSD 01/02/2007
CME4F 81 F - - SUBLING 14/09/2004 PPCF - 4.3 - - VSD 08/05/2008
CMESF 28 M + - PAROT 30/05/2003 PPCF - 1.5 - - VSD 08/08/2008

(+) Sim; (-) Nao; Ex (+) Ex-consumista; (F) Feminino; (M) Masculino; (PAROT) Parétida; (PALDM) Palato Duro e/ou Mole; (SUBMAN) Submandibular; (GLSMIO) Glandulas Salivares Menores Intra-Orais;
(GLSMEO) Glandulas Salivares Menores Extra-Orais; (SUBLING) Sublingual; (PPCF) Parotidectomia Parcial com Conservagao do nervo Facial; (PTCF) Parotidectomia Total com Conservagdo do nervo Facial;
(RCLMD) Resseccdo em Cunha LMD; (SML) Submaxilectomia; (GST) Glossectomia; (ESA) Esvaziamento Supra-omo-hiodeo Ampliado; (VSD) Vivo Sem a Doenga; (VCD) Vivo Com a Doenga; (MCC) Morte
por Cancer; (MOC) Morte por Outras Causas; (SCP) Seguimento Clinico Perdido; (ND) Nao Determinado.



ANEXO 2. Informagdes clinico-patoldgicas dos casos de adenomas pleomorficos (AP), a fresco, selecionados para a avaliagdo da expressdo dos transcritos.

ADENOMAS PLEOMORFICOS

Caso Idade Sexo Con.sumo Cor{sumo Local do pata d.a 'l:ipo d.e Com.prometilo Tamanho Recidiva 2° .turfu?r T Data do ultimo
de cigarro de alcool tumor cirurgia cirurgia de linfonodos do tumor (cm) primario retorno
2T 67 F - + PAROT 10/01/2002 PPCF - 3.5 - - SCP 30/12/2005
3T 28 F - - PAROT 29/08/2001 PTCF - 2.0 - - SCP 13/10/2003
5T 48 F - - PAROT 05/02/2002 PPCF - 6.0 - + VSD 03/07/2008
7T 27 F - - PAROT 29/05/2002 PTCF - 1.1 - - VSD 08/01/2008
10T 56 F - - PAROT 01/08/2003 PPCF - 2.0 - - VSD 08/02/2007
12T 43 F - + PAROT 25/06/2002 PPCF - 2.8 - - SCP 14/01/2003
14T 33 F + - PAROT 05/08/2002 PPCF - 4.5 - - SCP 06/01/2004
17T 31 F - PAROT 23/08/2002 PPCF - 2.5 - - VSD 05/03/2007
18T 50 M - PAROT 05/10/2002 PPCF - 5.5 - + VSD 01/10/2008
19T 29 F - - PAROT 20/03/2003 PPCF - 3.0 - - VSD 09/01/2008
20T 84 F - - PAROT 23/04/2003 PPCF - 2.3 - - VSD 15/09/2008
21T 67 F - - PAROT 26/05/2003 PPCF - 4.0 - - SCP 04/06/2004
24T 28 F + + PAROT 26/05/2003 PPCF - 4.8 - - SCP 14/07/2003
27T 60 F - - PAROT 16/10/2000 PPCF - 12 - - VSD 09/09/2008
28T 41 M - + PAROT 28/10/2003 PPCF - 1.5 - - VSD 19/09/2008
31T 25 F - - PAROT 14/09/2001 PPCF - 4.0 - - VSD 10/05/2007
32T 72 M + Ex (+) PAROT 31/03/2004 PPCF - 3.0 - - SCP 24/04/2004
36T 71 F - - PAROT 16/02/2005 PTCF - 6.0 - - VSD 03/06/2008
38T 27 M - - PAROT 27/04/2005 PPCF - 3.8 - - SCP 08/11/2005
39T 47 F - Ex (+) PAROT 11/05/2005 PTCF - 1.4 - - VSD 12/02/2008
40T 61 F - - PAROT 25/05/2005 PPCF - 7.0 - - SCP 30/11/2006
41T 60 F + - PAROT 23/09/2005 PTCF - 2.1 - - VSD 20/12/2007
42T 61 M - - PAROT 26/10/2005 PPCF - 1.7 - - VSD 12/02/2007
44T 68 F - PAROT 10/05/2006 PPCF - 1.5 - - VSD 05/05/2008
46 T 41 M - PAROT 12/06/2006 PPCF - 2.0 - - VSD 09/08/2007
47T 51 F - + PAROT 21/06/2006 PPCF - 2.7 - - SCP 13/07/2006




50T 26 M - - PAROT 21/09/2006 PTCF - 2.0 - - VSD 25/07/2008
53T 55 F ND ND PAROT 23/07/2007 PPCF - 1.5 - - VSD 25/07/2007
54T 46 M + - PAROT 15/01/2008 PPCF - 1.4 - - VSD 24/01/2008
AP 3F 36 F Ex (+) - SUBMAND 06/03/2003 PPCF - 1.8 - - SCP 23/06/2006
AP 4F 36 M - - GLSMIO 29/08/2002 PPCF - 1.5 - - SCP 17/12/2002
AP 5F 19 M - + SUBMAN 17/02/2004 PPCF - 3.5 - - VSD 20/02/2008
AP 6F 34 M - + SUBMAN 16/01/2004 PPCF - 3.7 - - VSD 14/03/2008
AP 7F 40 F Ex (+) - SUBMAN 07/01/2004 PPCF - 1.5 - - SCP 16/09/2005
AP 8F ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

AP 9F 25 M - + SUBMAN 12/01/2004 PPCF - 2.6 - - VSD 29/04/2008
AP10F 19 F - - PAROT 24/03/2002 PPCF - 3.4 - - SCP 17/07/2002

(+) Sim; (-) Nao; Ex (+) Ex-consumista; (F) Feminino; (M) Masculino; (PPCF) Parotidectomia Parcial com Conservagao do nervo Facial; (PTCF) Parotidectomia Total com Conservagio do nervo Facial; (SML)
Submaxilectomia; (VSD) Vivo Sem a Doenga; (VCD) Vivo Com a Doenga; (MCC) Morte por Cancer; (MOC) Morte por Outras Causas; (SCP) Seguimento Clinico Perdido; (ND) Nao Determinado.



ANEXO 3. Informacdes clinico-patoldgicas dos casos de tumores de Warthin (TW), fixados em formalina e em blocos de parafina (FFEP), selecionados para a avaliagdo
da expressao das proteinas HRK e E-caderina.

TUMORES DE WARTHIN
Caso Idade Sexo Con.sumo Cm{sumo Local do D.ata d.a 'l:ipo d.e Com.prometilo Tamanho Recidiva 2° .turfu?r T Data do ultimo
de cigarro de alcool tumor cirurgia cirurgia de linfonodos do tumor (cm) primario retorno
1 45 F + - PAROT 18/10/2000 PPCF - 1.8 - - SCP 16/08/2001
2 68 M + + PAROT 17/12/1985 PPCF + 4.0 - - MOC 25/06/2003
3 68 M - - PAROT 06/05/1991 PPCF - 1.5 - - SCP 07/04/1992
4 55 F + + PAROT 05/01/1999 PPCF - 6.2 - - SCP 02/07/2001
5 71 M + + PAROT 05/01/1999 PPCF - 2.5 - - SCP 02/08/1999
6 61 F + + PAROT 26/01/1999 PPCF - 35 - - VSD 09/01/2008
7 50 M + + PAROT 04/02/1999 PPCF - 1.5 - - SCP 05/04/2000
8 79 F - - PAROT 11/04/2001 PPCF - 2.5 - - SCP 23/11/2004
9 50 M + + PAROT 27/06/2000 PPCF - 5.0 - - SCP 04/12/2001
10 64 F + + PAROT 06/07/2001 PPCF - 1.7 - + VSD 14/04/2008
11 56 M + + PAROT 24/09/2002 PPCF - 1.8 - - VSD 30/10/2007
12 68 M - - PAROT 12/03/2002 PPCF - 35 - + VCD 22/11/2008
13 45 F + PAROT 21/08/2002 PPCF - 1.2 - - VSD 05/11/2007
14 61 M + + PAROT 27/11/2002 PPCF - 1.3 - + SCP 03/12/2002
15 57 M + - PAROT 30/01/2002 PPCF - 2.0 - - VSD 10/12/2007
16 58 M + + PAROT 01/02/2002 PPCF - 2.5 - - VSD 02/05/2007
17 65 M Ex (+) + PAROT 11/05/2005 PPCF - 1.4 - - SCP 22/05/2006
18 62 M + + PAROT 27/06/2005 PPCF - 6.0 - - VSD 26/04/.2007
19 51 M + + PAROT 08/10/2005 PPCF - 3.0 - - VSD 02/04/2007
20 42 M + + PAROT 13/10/2005 PTCF - 3.0 - - VSD 01/08/2008
21 66 M + + PAROT 09/05/2006 PPCF - 1.0 - + VSD 27/10/2008
22 72 F - - PAROT 12/03/2007 PPCF - 35 - - VSD 05/11/2008
23 36 M + + PAROT 29/06/1999 PPCF - 2.7 + + VSD 09/04/2008
24 76 M PAROT 07/04/1982 PPCF - 4.0 - - SCP 23/04/1982
25 39 F + + PAROT 29/11/1982 PPCF - 6.0 - - SCP 20/05./1983
26 80 M - - PAROT 11/05/1983 PPCF - 2.5 - - SCP 11/05/1983




27 58 M + - PAROT 07/08/1984 PPCF - 2.0 + - SCP 14/08/2003
28 60 M ND ND PAROT 27/09/1984 PPCF - 6.0 - - SCP 29/09/1985
29 56 F + - PAROT 18/01/1985 PPCF - 1.5 - - SCP 10/03/1987
30 77 M - - PAROT 22/09./1989 PPCF - 1.5 - - SCP 31/01/1994
31 71 M + + PAROT 04/12/1989 PPCF - 3.0 + - SCP 28/04/2003
32 73 M ND ND SUBMAND 25/05/1990 CST - 3.8 - - MOC 15/10/1999
33 46 M + - PAROT 22/10/1990 PTCF - 1.8 + - MOC 18/08/2001
34 65 M ND ND PAROT 17/06/1987 PPCF - 1.5 - - SCP 26/06/1987
35 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

36 68 F - - ND 14/09/1988 PPCF - 4.3 - - SCP 13/05/1991
37 68 M ND ND PAROT 22/06/1989 PPCF - 3.8 - + MOC 10/07/1989
38 69 F ND ND PAROT 24/10/1989 PPCF - 7.0 - + MOC 21/01/1993
39 75 F + - PAROT 04/07/1986 CE+DA - 3.0 - - SCP 09/10/1986
40 62 M ND ND PAROT 14/07/1986 PPCF - 1.3 - - SCP 06/06/1991
41 51 M Ex (+) PAROT 15/08/1986 PPCF - 2.5 - - SCP 04/04/2002
42 53 M + PAROT 15/08/1986 PPCF - 2.5 - + SCP 03/02/1999
43 56 M ND ND PAROT 05/11/1990 PPCF - 4.5 - - SCP 07/11/1990
44 57 M + + PAROT 14/02/1991 PPCF - 7.0 - + SCP 27/03/1996
45 48 F ND - PAROT 28/05/1991 PPCF - 1.4 - - SCP 06/08./1992
46 58 F + - PAROT 12/09./1997 PPCF - 6.9 - - SCP 20/08/2001
47 70 F + + PAROT 14/11/1997 PPCF - 1.0 - - SCP 24/08/2000

(+) Sim; (-) Nao; Ex (+) Ex-consumista; (F) Feminino; (M) Masculino; (PPCF) Parotidectomia Parcial com Conservacéo do nervo Facial; (PTCF) Parotidectomia Total com Conservacao do nervo Facial; (CST)
Cervicotomia Submandibular Transversal; (CE+DA) Cervicotomia exploradora + Drenagem de Abscesso; (VSD) Vivo Sem a Doenga; (VCD) Vivo Com a Doenga; (MCC) Morte por Cancer; (MOC) Morte por
Outras Causas: (SCP) Seeuimento Clinico Perdido: (ND) Nao Determinado.



ANEXO 4. Regides minimas comuns envolvidas em alteracdes gendmicas (ganhos e perdas de DNA) identificadas pela HR-CGH (p<0,05) em
cada uma das 49 amostras fixadas em formalina e em blocos de parafina dos TGS avaliados neste estudo.

CASOS
AP

AP15

AP16

AP17

AP18

PERDAS

1p22; 1p31; 2pl13-p22; 2q24-q32; 2q32-q34; 3p21; 3p22-p23; 3ql3.1; 3q24-
q26.1; 4q28; 4q31.5-q32; S5pl13-pl4; 5pl4; 5q21-q31; 5q32-q34; 6p21.3-p22;
6q12; 6q16; 6q24; 7pl4-pl5; Tql1.2; 7q31-q33; 9p13-p23; 9q22-q31; 10q24-
q25; 12ql4-q24.1; 13q22-q31; 15q21; 18q21; 20ql2; 22q11.2; Xql2-ql3;
Xq22-q24

1p12-p21; 1p22; 1p31-p35; 1q21; 1q23-q25; 1q31-q44; 2p11.2-p13; 2p16-p25;
2q34-q37; 3pl2-pl4; 3p21-p25; 3q13.3-q22; 3q26.1; 3q29; 4pl2-pl16; 4ql3-
q22; 4928-q35; 5pl2-p15.3; 5q11.2; 5q12-q14; 5q31-q35; 6pl2-p21.3; 6p22;
6q12; 6ql4-q22; 6q24-q25; 6q26-q27; Tpll.2-p21; 7Tp21-p22; 7q21-q36;
8pl11.2; 8pl12-p23; 8ql2-q13; 8q21.1-q21.3; 8q23; 8q24.1-q24.3; 9pl12-p13;
9p13-p23; 10pl11.2-p12; 10p13-pl5; 10q11.2-q26; 11q23-q25; 12pl12-pl3;
12q12-q24.3; 13q12-q21; 13q21-q34; 14q11.2-q13; 14921-q32; 15q21; 15q24-
q26; 15g26; 16p11.2-p13.3; 16q12.1-q24; 17p13; 17q21-q25; 18pl1.2-p11.3;
18q12; 18q21; 18q22-q23; 19p13.2-p13.3; 19q13.1-q13.2; 20p11.2-p13;
20q11.2; 20q12-q13.2; 21q11.2-q22; 22q11.2-q13; Xp11.2; Xp11.4-p21; Xql2-
q21; Xq21-g28; Yp11.2-p11.3; Yql1.2

1p13-p32; 1q21; 1q23-q32; 1q32-q41; 2pll1.2-p21; 2q11.2-q33; 3pl2-p21;
3q12-q26.3; 3q27-q28; 4pl2-pl4; 4q21-q24; 4q26-q32; 5q15-q21; 5923-q31;
6pl2-p21.1; 6p21.3-p23; 6ql2-ql4; 6q24; Tpl3-p21; 7q33-q36; 8pll.2-pl12;
8q11.2-q22; 9p13-p23; 9q21-q22; 9q31-q34; 10p11.2; 10q11.2-q22; 10925-q26;
11p12-pl4; 11ql12-ql4; 11q923; 11924-q25; 12p11.2-p13; 12q12-q24.3; 13q21-
q31; 14q11.2-q21; 14q24-q32; 15q15-q21; 15q24-q25; 16p12-p13.3; 16q12.2-
ql3; 16q22-q24; 17q25; 18pll.2; 18q21-q22; 19q13.1-q13.2; 20pl2-pl3;
22q13; Xq21; Xq21-q27

1p31-p36.3; 2p13-pl5; 2pl6-p22; 2p22-p23; 2p23-p25; 2ql4.3-q21; 2q37;
3pl2; 3p21-p26; 3q24-q25; 3q26.1-q29; 4p15.3-p16; 4q31.1-q35; 5p12-pl15.3;
5q12-q14; 5q31-q35; 6pl2-p21.3; 6q22-q23; 6q24-q27; Tpl1.2-pl5; Tp21-p22;
7q31-q36; 8pl12-p21; 8p23; 8q23-q24.3; 9p23-p24; 9q31-q33; 9q34; 10p11.2-
pl5; 10923-q26; 11p13-pl4; 11pl5; 11q22-q25; 12p12-pl3; 12q21-q24.3;
13q21-q22; 13q31; 13q32-q34; 14q23-q32; 16p12-p13.3; 16q23-q24; 17pl11.2-
pl2; 17p13; 17q21-q22; 17q23-q25; 18p11.2-p11.3; 18q21-q23; 19p13.1-p13.3;

GANHOS

1p35-p36.3; 1q21; 1q22-q23; 1q42-q44; 2p25; 2q21-q22; 2q36-q37; 3p24-
p25; 3q22; 3q27-q29; 4pl6; 4q24; S5pl5.2-pl15.3; 6p24-p25; Tp21-p22;
8p11.2; 8p12; 8p22-p23; 9p23-p24; 9q13-q21; 9q34; 10q22; 10q26; 11p11.2-
pl2; 11p15; 11923-q25; 12p11.2; 12p13; 12q24.3; 13q12-ql4; 13q32-q34;
14q32; 15q11.2-q15; 15925-q26; 16p11.2-p12; 16pl12-p13.3; 17p11.2-p13;
17q22-q25; 18pl11.2; 18pl1.3; 18qll.2-q12; 18q22-q23; 19p13.1-p13.3;
19q13.1-q13.4; 20p12-p13; 20q13.3; 21q22; Xp11.4-p22.3; Xq28; Ypll.2-
pll.3

2q14.3; 4ql12-q13; 4q27-q28; 5ql4-ql5; 6q22-q23; 11pl3-pl4; 11ql2;
11q14-q21; 19q13.4

1p13; 1p36.1-p36.2; 3p21; 3p25; 4pl6; 5q12-q13; 5923; 5q33-q34; 5q35;
6ql6; 6q21-q22; 6q26-q27; Tpll1.2; 7ql11.2; 7q22-q31; 8p21-p22; 8p23;
11p15; 14q22-q23; 14q24; 15q26; 17pl11.2-p12; 17p12-p13; 18q12; 20q12-
ql3.1; 21q11.2-q21; 21q22; 22q13; Xpl1.2-p21; Xq27-q28; Yql1.2

1p21-p31; 1q21-q32; 1q32; 1q42-q44; 2pl2; 2ql1.2-q14.3; 2q24; 2q32;
2q35; 3ql3.1; 4q12-q21; 4923-q28; 5q11.2; 5q14-q23; 6q12-q21; 7q11.2;
7q11.2-q22; 8q11.2-q21.1; 8q21.2-q21.3; 9p12-p23; 9q21-q22; 10q11.2-q21;
11q12-q13; 11q14-q22; 12q12-q13; 12q13-q21; 13q14; 14q11.2-q12; 14q13-
q21; 16p11.2; 18q11.2-q12; 20p11.2; Xp11.2; Xql12-q13; Xq23
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19q13.1-q13.4; 20pl12; 20pl13; 20ql1.2-q13.3; 21q21-q22; 22ql1.2-ql3;
Xpl1.4-p22.3; Xq13-q21; Xq21-q22; Xq26-q28; Yqll.2; Yql1.2

1p12-p36.3; 1q21-q41; 1q42-q44; 2p12-p16; 2p21-p25; 2q12-q22; 2q33; 2q35-
q37; 3p13-p21; 3p22-p24; 3q21-q25; 3q28-q29; 4p15.1-p16; 4q26; 4q31.3-q32;
4q35; 5pl3-pl4; 5pl5.1-p15.3; 5q23-q31; 5q32-q35; 6pl2-p22; 6p23-p25;
6q15-q27; Tpl2-p22; 7q31; 7q32-q33; 8p22; 8q24.1-q24.3; 9p21-p23; 9q21-
q34; 10q21; 10q24-q25; 10q26; 11q23-q25; 12p12-p13; 12q22-q24.3; 13q13-
q21; 13q32-q34; 14q24-q31; 15q15-q26; 16p11.2-p13.2; 16q12.1-q13; 16q22-
q24; 17p11.2-p12; 17p13; 17q12-q25; 18p11.2-p11.3; 19p13.1-p13.3; 19q13.1-
ql3.2; 20p12-p13; 20q11.2-q11.3; 21q11.2-q22; 22q11.2-q13; Xp11.2-p11.3;
Xp22.2-p22.3; Xq13-q21; Xq21-q24

1p32-p33; 1p34.3-p36.3; 1q32-q42; 1q43-q44; 2pl2-pl3; 2pl6-p25; 2ql4.1-
q21; 2q36-q37; 3p21-p22; 3p24-p26; 3q21-q24; 3q26.3-q29; 4pl12-p16; 4q12-
q21; 4926-q27; 4q28-q35; 5pl12-p13; 5p13-p15.2; 6pl12-p23; 6ql4-q15; 6q16-
q22; 6q23-q27; 7p11.2-p13; Tp13-p15; Tp15-p22; 7q22-q36; 8p11.2-p12; 8p21-
p23; 8ql1.2-q12; 8q21.1; 8q23-q24.3; 9p12-p13; 9p21-p23; 9q21-q31; 9q34;
10p11.2-p15; 10q11.2-q26; 11p11.2-p15; 11ql13-ql4; 11q23-q25; 12pl12-pl3;
12q13-ql4; 12q15-q21; 12q21-q23; 12q24.1-q24.3; 13q14; 13q21; 13q31-q34;
14921-q22; 14q23-q24; 14q31-q32; 15q13-q21; 15923-q26; 16p11.2-p13.3;
16q11.2-q23; 16q24; 17p11.2-p13; 17q11.2-q25; 18p11.2-p11.3; 18ql2-q23;
19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4; 20p11.2-p13; 20q11.2; 20q13.1-q13.3; Xp11.2-
pll.4; Xp21-p22.3; Xql2-q13; Xq21-q24; Xq25-q26; Xq27; Yql1.2

1p12-p21; 1p22-p36.3; 1q21; 1q23-q44; 1q43-q44; 2pl3-p25; 2ql4.3-q33;
2q35-q37; 3pl3-p21; 3p24-q26; 3q13.3-q26.1; 3q27-q29; 4p15.3-pl16; 4q21-
q22; 4q28-q31.1; 4q31.2-q32; 4q33-q35; Spl2-pl13; 5pl4-pl5.3; 5ql13-ql5;
5921-q35; 6pl12-p25; 6q12-q13; 6q16-q27; Tp11.2-p22; 7q11.2-q21; 7q21-q36;
8p11.2-p23; 8q11.2-q22; 8q24.1-q24.3; 9p12; 9p22-p23; 9p23-p24; 9g21; 9q22;
9q31-q34; 10pl2-pl5; 10ql11.2-q26; 11pl5; 11q13; 11q22; 11q25; 12pl3;
12q13-ql5; 12q23-q24.3; 13q34; 14q11.2-q12; 14q24; 14q31-q32; 15q21-q26;
16p11.2-p13.3; 16q22-q24; 17p13; 17q11.2-q22; 17q24-q25; 18ql11.2; 18q23;
19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4; 20p11.2-p13; 20ql11.2-q13.3; 21qll1.2-q21;
21q22;22q12-q13; Xp22.1-p22.2; Xq21; Xq23-q27; Xq28

1p12-p13; 1p31-p36.3; 1q21-q23; 1q31; 1q42-g43; 1g44; 2pl1.2; 2p22-p25;
2q11.2-q14.3; 2q33-q36; 2q37; 3pl12-p26; 3q13.1-q29; 4pl4-pl6; 4q22-q24;
4q28; 4q32-q35; 5pl2-pl4; 5pl5.2-pl5.3; 5ql1.2-q14; 5921-q22; 5q31-q32;
5q35; 6pl2-p24; 6q26-q27; Tpl1.2-p22; 7ql1.2-q21; 7q22-q34; 7q36; 8pl2-
p21; 8p22-p23; 8ql11.2-q21.1; 8q21.3-q22; 8q24.1-q24.3; 9p13-p22; 9p23-p24;

3pl2; 3p21; 3q13.1-q13.3; 4q12-q13; 4q22; 4928-q31.1; 7q11.2; 7q21-q22;
8pl11.2; 8ql2; 10qll1.2; 10q22-q23; 11pll.2-pl4; 11ql12; 12p11.2-pl2;
12q12; 13q12; Xpl11.2; Xq25-q28; Yql1.2

1p22-p31; 1q22-q31; 2pll.2; 2ql11.2-q12; 2q31-q33; 3pl2; 3ql12-q13.2;
4q24-q26; 5q12-q13; 5923-q31; 5q31; 8q21.3-q22; 13q22-q31; 15921-q22;
22q11.2-q12;22q13

1p21-p22; 3pl2; 3ql13.1-q13.3; 9p13; 11pl1l.2; 11pl2-pl4; 11ql2-q13;
11923; 12p11.2-p12; 12q12-q13; 13q12-q13; 13q21-q33; 14q12-q13; 14922;
15q11.2-q14; 18p11.2; 18q11.2-q21; Xp11.2-p21; Xql2-q13; Ypl1.2-p11.3;
Yqll.2

1p21; 1q24; 1q31-g41; 2p13; 2p16; 2q22; 2q24-q32; 3p12; 4p12-p14; 4ql12;
4q21; 4q31.1-q31.3; 5923; 5q33-q34; 6q22-q24; 8p21-p22; 8q22-q23; 9q33-
q34; 10p12; 11pll1.2-pl4; 12pl11.2-pl2; 12q21-q22; 16q12.2-q21; 17q23-
q24; 18p11.2-p11.3; 18q11.2-q12; 18q21-q22
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9922; 9q31; 9q34; 10p11.2; 10p14-p15; 10921-q22; 10q23-q24; 10q26; 11p15;
11q12-ql4; 11922-q25; 12pl13; 12q13-ql4; 12q23-q24.3; 13ql12-q21; 13q31-
q34; 14q11.2-q21; 14922-q32; 15q13-q21; 15q22-q25; 15q26; 16p11.2-p13.3;
16q22-q24; 17pl12-p13; 17ql1.2-q21; 17q25; 18q22-q23; 19pl13.1-pl13.3;
19q13.1-q13.4; 20p11.2; 20p12-p13; 20q11.2-q13.3; 21q22; 22ql1.2-ql3;
Xpl1.2; Xp21-p22.3; Xq12-q21; Xq23-q25; Xq26-928; Ypl11.2; Yql1.2
1p21-p22; 1p31; 1q32; 2q23-q32; 3pl2; 3pl3; 3q12-q13.3; 3q21-q22; 3q24-
q26.2; 4p13; 4q22; 4q26-q27; 4q928-q31.1; 5q13-q21; 5q31; 6p11.2-p12; 6q12-
q25; 7pl4; 7921; 7q31-q32; 8p11.2-p12; 8q12-q21.2; 8q21.3; 9922; 9q31-q33;
10g21; 11q14-q23; 12q12-q23; 13ql12; 13q13-q31; 14ql12-q24; 15q13-ql4;
15q21-q22; 16pl12; 18pl1.3; 18ql1.2-q12; 18q21-q22; 21q21; Xpll.4-p21;
Xq22-q25

1p12-p13; 1p22; 1p22-p36.3; 1q21-q24; 1q25; 1q32; 1q32-q41; 2pl2-pl3;
2p21-p22; 2p23-p24; 2ql1.2-q13; 2ql14.1-q14.2; 2q24; 2q35-q37; 3pld-p2l;
3p21; 3p23-p24; 3ql3.3-q24; 4pl4-pl6; 4ql2-ql13; 4q21; 4q26-q27; 4q28-
q31.2; 4q34-q35; 5923-q32; 5q34-q35; 6p12-p21.3; 6p22-p25; 6q25; Tpl2-pl4;
Tp21-p22; 7ql1.2-q21; 7q21-q31; 7q32-q33; 7q34-q36; 8pl2-p21; 8q24.1-
q24.3; 9pl12; 9q21-q34; 10pl11.2-p14; 10q11.2-q21; 10q21-q23; 10q24-q26;
11pl14-pl5; 11pl5; 11ql2-ql4; 11q23-q25; 12p12-13; 12q12; 12ql13-ql4;
12q21-q24.3; 13q33; 14q22; 14q31-q32; 15922-q26; 16p11.2-p13.2; 16q12.1-
q24; 17q11.21-q21; 17q24-q25; 18p11.2-p11.3; 18ql1.2-q12; 18q12;18q22-
q23; 19pl13.1-p13.3; 19ql13.1-q13.4; 20p11.2-p13; 20ql1.2-q13.3; 21q22;
22q11.2-q13; Xp11.2-p11.3; Xp21-p22.1; Xql12-q21; Xq21-q28

1p22-p31; 1p32-p33; 1p35-p36.1; 1923-q24; 1q31; 1q32-q42; 2p12-p13; 2p15-
p23; 2ql12-q22; 2q22-q32; 2q35-q37; 3pl2-pl4; 3pl4-p21; 3p21; 3p22-p25;
3q13.1; 3q13.3-q26.3; 4p14-p16; 4921; 4q26-q34; 5pl12-p13; 5pl4; 5q11.2-q23;
6p12-p21.3; 6q12-ql16; 6q22-q23; 6q24-q25; 7Tpl12-p13; 7pl5; 7q32-q35; 8q22-
q24.2; 9p21; 9q13-q21; 9921-q31; 9q31-q32; 9q34; 10q21-q22; 10q24-q25;
10q26; 11q13-ql4; 12q13-q21; 12q21-q24.3; 13q12-q14; 13q21; 15q21-q24;
16pl11.2; 16pl12; 16pl13.1; 16q12.2; 16q13-q21; 16q21-q24; 17p11.2; 17q21-
q23; 18pl11.2; 19pl13.1-p13.2; 19q13.2-q13.4; 20p11.2-p12; 20q11.2-q13.2;
22q11.2-q13; Xp11.2; Xp11.3-p11.4; Xp21; Xq12; Xq13-q21; Xq21-q25
1p12-p31; 1p31; 1p31-p36.3; 1q21-q22; 1q31-q32; 1q32-q44; 2pl4-pl6; 2pl6-
p21; 2p23-p24; 2ql1.2-ql4.1; 2q21; 2q23-q24; 2q32-q33; 3pl2; 3p23-p25;
3q13.3-q24; 4p12-p13; 5p12-p13; 5pl4-p15.1; 5p15.3; 5q11.2-q13; 5q14-ql15;

1p33-p36.3; 1q21; 1q21-q23; 1q41-q44; 2pl13; 2p22-p25; 2q36-q37; 3p24;
3p25-p26; 3q27-q29; 4p15.3-pl6; 4q34-q35; Spl13-pl15.3; 5q33-q34; 5q34-
q35; 6p22-p25; 6q26-q27; Tpl5-p22; 7q36; 8p21-p23; 8q24.1-q24.3; 9p23-
p24; 9q34; 10p11.2-p12; 10pl12-pl5; 10q22-q23; 10925-q26; 11pl4-plS;
11q12-q13; 11q23; 11q924-q25; 12p13; 12q24.1; 12q24.3; 13q32-q34; 14q32;
15q25; 15q26; 16p13.1-p13.3; 16q23-q24; 17p11.2-p13; 17q24-q25; 18q23;
19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4; 20p13; 20ql3.1-q13.3; 21q22; 22ql3;
Xp22.1-p22.3; Xq27-q28; Yp11.2-p11.3; Yq11.2

1p13-p21; 2p15-p16; 2q22; 2q22-q23; 2q32-q33; 3pl12; 3q12-ql13.1; 3q26.1-
q27; 4q13; 4q22-q26; 5p12-p15.3; 5q11.2; 5q13; 5q14-q22; 5q23; 6q13-q16;
6q22; 7p21; 8ql2-g21.1; 8q21.1-q21.2; 8q21.3-q22; 8q23; 9p23-p24; 11pl12-
pl3; 11pl4; 11q14-q22; 11q23; 12p11.2; 12ql14-ql5; 12q21; 14q11.2-q21;
14q24; 15q13-q14; 15921; 17p13; Xp21

1p12-p13; 1p36.2-p36.3; 1q22-q23; 2p24-p25; 2q32-q33; 2q37; 3q29; 4q12-
ql3; 5p15.1-15.3; 6p22-p25; 6q21; 6q27; 7p21-p22; 7ql11.2; 7q22; 8p21-
p23; 8ql2-q21.1; 8q21.3; 9pl2-pl13; 9p23-p24; 10pl3-pl5; 10q22-q23;
11p11.2-p14; 11pl5; 11ql2; 11ql13; 11q22-q23; 11q24-q25; 12pl12-pl3;
12p13; 14q11.2-q13; 14q32; 17p13; 17q25; 18q11.2; 18q12-q21; 18q22-q23;
21q21; 22q13; Xp22.2-p22.3; Ypl11.2-p11.3

3q13.1; 9p24; 11p13-pl4; 11pl4; 11q13; 13q31-q32; 20q13.2-q13.3



AP43

APA45

AP46

AP47

5923-q31; 5q31-q34; 6pl11.2-p12; 6p21.2-p21.3; 6p22-p23; 6ql16-q22; 6q26-
q27; Tp11.2-p22; 7q21; 7q22-q31; 7q32; 7q36; 8pl1.2-p12; 8p21-p22; 8ql1.2-
q21.1; 8q21.3-q22; 8q23-q24.3; 9q32; 10p11.2-p12; 10q11.2-q21; 10922-q23;
10q24; 10q25-q26; 11pl5; 11q23-q25; 12pl11.2; 12pl2-pl3; 12ql12-q24.3;
13q34; 14ql1.2-q24; 15q23-q24; 16p11.2-p13.3; 16q12.2-q13; 16q22-q23;
16q24; 17q11.2-q21; 19p13.2-q13.3; 19q13.1-q13.3; 20p11.2-p13; 21q21-q22;
22q11.2-q13; 22q13; Xpl11.2-p11.4; Xp21-p22.1; Xql2-q21; Xq22-q27

1p12; 1p21; 1p22; 1p31-p33; 1p34.1-p34.2; 1p34.2-p36.3; 1921-q25; 1q31-q44;
2p21-p25; 2ql4.2-q21; 2q32-q37; 3pl2; 3pld-p26; 3q25-q26.1; 3q26.3-q29;
4pl15.1-p16; 4q26; 4q33-q35; Spll-pl15.2; 5p15.3; 5q12-q13; 5q14-q15; 5q31-
q33; 5q34-q35; 6p12-p21.3; 6p22-p25; 6ql14-q22; 6q22-q27; 7q21; 7q31; 7q32-
q36; 8p12-p23; 8q13-q21.3; 8q23-q24.3; 9p13-p24; 9q22-q34; 10p11.2; 10p13-
pl4; 10g21-q22; 10q22-q26; 11p12-p13; 11pl4-p15; 11q12-q25; 12p11.2-p13;
12q13; 12q21-q22; 12q23-q24.3; 13q13-q33; 14q24-q32; 15q22-q24; 15q25-
q26; 16p11.2-p13.3; 16q13-q24; 17p11.2-p12; 17q21; 17q22-q25; 18ql12-q21;
19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.2; 19q13.3-q13.4; 20p11.2; 20p12-p13; 20q11.2-
ql3.3; 21q21; 21q22; 22q12-q13; Xp21-p22.3; Xq23-q25; Ypl1.2

1p13-p21; 1p31; 1p31-p33; 1q24-g41; 1q43-q44; 2p13-pl6; 2q22; 2q24-q32;
2q33-q36; 3p13-p21; 3q13.1-q13.3; 3q21-q23; 3q24-q25; 4pl3; 4q31.1-q31.3;
5pl2-pl4; 5q13-q23; 5q31; 5q32-q34; 6p21.2-p22; 6p22; 6q16-q21; 6q25-q27;
Tpl12-p13; 7p21-p22; 7q31-q35; 8qll.2-q12; 8q21.1-q22; 8q23-q24.3; 9pl2;
9p21-p23; 9ql3-q34; 10pl1l1.2-p12; 10q11.2-q22; 10q23-q25; 12ql2-q13;
12q21; 12q23-q24.2; 13q21-q31; 14q21-q22; 14q23-q24; 15q12-ql5; 16pl1.2-
pl3.1; 12q21; 12q23-q24.2; 13q21-q31; 14q21-q22; 14q23-q24; 15q12-ql5;
16p11.2-p13.1; 16q22-q24; 17pll.2-p12; 17ql2-q22; 18ql2-q21; 19pl13.1-
p13.3; 19q13.2-q13.4; 20q11.2-q12; 21q21-q22; 22q13; Xq21-q23

1p22-p31; 1p32-p34.1; 1p36.2-p36.3; 1q22-q41; 2p22-p24; 2ql1.2-q12; 2q37;
3p12-p26; 3q25-q26.3; 4pl15.1-pl6; 5q11.2-q12; 5q13; 5923; 5q31-q35; 6pl2;
6p21.3; 6q24-q27; 7pl5; 7q22-q31; 7q32-q33; 7q34-q35; 7q36; 8p21-p23;
8q21.3; 8q22-q24.3; 9pl13-p21; 9ql13-q21; 9q22-q34; 10pl1.2-p12; 10p12;
10p14; 10p15; 10q21-q23; 10q25; 11ql13; 11q14-q21; 11q25; 12p13; 12q21-
q23; 13q22-q31; 14ql1.2-q12; 15ql4-ql5; 15922-q24; 15q24-q25; 15q26;
16p11.2-p13.3; 16q12.1-q24; 17q12-q24; 17q25; 18q11.2-q12; 18q23; 19p13.1-
pl13.3; 19q13.1-q13.4; 21q21-q22; Xp11.3-p11.4; Xq24-q26

1p22; 2pl4; 2p21; 2p22-p24; 2q31-q33; 2q35-q36; 3q24-q25; 5q31; 5q35;
6p21.1-p21.3; 6p22; 6ql16-q25; 6q26-q27; 7q22-q31; 11q13-q22; 11q23-q25;

2pl11.2-p12; 2q22; 2q23-q24; 3q12-q13.2; 4pl2-pl4; 4q28; 5ql1.2; 5q23;
6pl2; 6q13; 7pll.2-pl4; TplS; Tp21-p22; 7q31; 8q21.3-q22; 9q21; 10pl12-
pl3; 10q11.2-q21; 11pl4; 12q13-q21; 13q34; 14ql11.2-q21; 15q11.2-q12;
15q14-ql15; 15921; 17ql11.2-q21; 18pl11.2-p11.3; 18qll1.2; 18q21-q22;
Xpll.2; Xq12-q21; Xq21-q22; Yql11.2

2p24-p25; 3q28-q29; 4ql13-q24; 6p23-p25; 6ql2; 11pll.2-pl12; 11pl4;
11pl14-pl5; 11pl5; 11923-q25; 12pl11.2-p12; 12q24.3; 14q21; 14q24-q31;
14q32; 15926; 17p11.2; 17q24-q25; 18q22-q23; 22q11.2-q12; Xp22.1-p22.3;
Xql3; Ypl1.2-p11.3; Yql1.2

1p12-p21; 1q21; 1q41-q42; 1q43-q44; 2pl11.2-p12; 2pl3-pl4; 2q21-q22;
2q22-q23; 2q31-q32; 2q32-q33; 3q13.1-q13.3; 3q23; 3q28; 3q29; 4ql2;
4q13-q25; 4q26-q31.3; 5pl15.2-p15.3; 5ql4-q21; 6ql12; 6q22; 7pl11.2-p12;
Tp21; 7ql11.2-q21; 7q31; 8pl11.2; 8pl2; 9q21; 10g923-q24; 11pll.2-pl12;
11pl4; 11q22-q23; 12p11.2-p12; 12q12; 12q14-q21; 12q24.3; 14q12-q13;
14921-923; 14q24-q31; 17pl1.2-pl12; 17pl13; 18pll.2; 20ql12-q13.2;
22q11.2; 22q13; Xp21-p22.2; Xq21-q22; Xq27; Ypl1.2

1921-q31; 1q31; 2q37; 3pl2-pl3; 3pl4; 3p21-p26; 3ql2-q13.3; 3q27-q29;
4p12-pl4; 4p15.3-pl6; 4ql3; 4q28; 4q32; 5pl13-p15.3; 5q11.2-q12; 5q21;
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12q24.3; 13q14; 13q22; 13q31-q33; 13q34; 14q24; 16p12-p13.3; 17p13; 17q21;
18q22-q23; 19p13.2-p13.3; 19q13.1-q13.2; 20q12; 20q13.1-q13.2; Xpll.2-
pl1.4; Xql13-q21

1p21; 2pl4-pl6; 2q32-q36; 3pl2; 3ql3.1-q13.3; 5q21-q22; 6ql2-q13; 6q22;
6q23-q24; 7q22; 7q31-q35; 8pll.2-pl12; 12ql4-q22; 13q21; 15q21-q22;
20q13.2; 21q21; Xp11.3-p11.4; Xq23-q27

1p13-p36.3; 1q21-q22; 1q31; 1q32-q43; 1q44; 2pl12-pl3; 2pl4; 2pl6-p25;
2q14.3-q22; 2q31-q32; 2q37; 3p23-p26; 3q25-q26.1; 3q27-q28; 4pl5.1-pl6;
4ql12-q13; 5pl12-p13; 5pl4-pl5.3; 5q31-q35; 6pl2; 6p21.3-p22; 6q22-q25;
Tpl3-pl5; 7p21-p22; 7ql1.2-q21; 7q22-q31; 7q36; 8pl1.2-pl12; 8p21-p22;
8923-q24.1; 8q24.1-q24.3; 9pl2-p23; 9q13-q22; 9q32-q34; 10pl2-pl4;
10q11.2-q21; 10923-q26; 11p11.2; 11p12-p14; 11pl5; 11q13-ql4; 11q24-g25;
12p12-p13; 12q12-q21; 12q21-q24.3; 13q12; 13q14; 13q34; 14q24-q32; 15q12-
ql5; 15q24-q25; 16pl11.2; 16p12-p13.3; 17p11.2-p13; 17q11.2-q25; 18ql1.2-
q22; 19p13.1-p13.3; 19q13.2-q13.3; 20p11.2-p13; 20q11.2-q12; 20q13.1-q13.3;
21q22; 22q12; 22q13; Xq23-q27; Xq28; Yql1.2

1p21; 1p32-p36.1; 1q32-q44; 2p22; 2q33-q37; 3p21; 3q21-q22; 3q24-q27;
4pl14-p15.3; 4q31.3-q34; 5pl4-pl15.1; 5q23-q35; 6p22-p23; 6q23-q26; 7pl2-
p21; 7q22-q36; 8pl2-p22; 8q22-q24.2; 99q22-q34; 10p12; 10p13-p15; 10q23-
q26; 11p13-pl5; 11q24-q25; 12q21-q24.3; 13q12-q14; 13921-q34; 14q22-q32;
15q15; 15921-q26; 16pl12-p13.3; 16q12.2-q24; 17p11.2-p13; 17q11.2-q25;
18p11.2-p11.3; 18ql1.2-q22; 19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4; 20p11.2-p13;
20q11.2-q13.2; 22q13; Xp21; Xq24-927; Yql1.2

1p21; 1p22-p31; 1p31-p33; 1q32; 2q33; 3q13.1-q22; 3925-q26.3; 4p14-p15.1;
4q26-q28; 4q31.2-q32; 5pl2-pl14; 5q11.2-q13; 5q14; 6p21.1-p21.2; 6q15-g21;
Tp15-p21; 8q23-q24.1; 9p21; 10q24-q25; 11923-q24; 12q23-q24.1; 14q12-q24;
14q32; 18q11.2-q12; 20p11.2-p12; Xp11.2-p11.3; Xq21; Xq21-q24

5q23; 7pl11.2-p13; 7q11.2-q21; 7q32-q33; 8pl1.2; 8pl2; 8p23; 8ql2-ql3;
8q21.3-q22; 9p12-p13; 9921-q22; 10p11.2-p12; 10q11.2-q21; 10g24; 10q26;
12p11.2-p12; 12p13; 12q12; 12q14; 14q11.2-q12; 14q21-q22; 15q11.2-q26;
16p11.2; 16q12.1-q13; 17q22-q23; 17q25; 18p11.2; 18q11.2-q12; 21q11.2-
q21; 22q13; Yp11.2-p11.3

1p12-p13; 1p34.3-p36.3; 1q22-q25; 1q32; 1q41-q42; 1q42-q44; 2p22-p25;
2q36-q37; 2q37; 3pl13-p21; 3p24-p26; 4pl15.2-p15.3; 4pl6; 5pl4-pl5.3;
5q35; 6p21.3; 6p23-p25; 6q26-q27; Tp21-p22; 7qll1.2-q21; 7q36; 8p21;
8p23; 8q24.1-q24.3; 9p23-p24; 9q21; 9q33-q34; 10p14-p15; 10g21; 10925-
q26; 11pl11.2-p12; 11pl4; 11pl5; 11ql12-ql4; 11q23-q25; 12pl13; 12q24.3;
13q12-q13; 13q32-q34; 14q11.2-q12; 14q24; 14q24-q32; 15q12; 16pl3.2-
pl3.3; 16q21-q22; 16q23-q24; 17pl12-pl13; 17q23-q25; 18pll1.2-p11.3;
19p13.1-p13.2; 19p13.3; 19q13.1-q13.4; 20q13.3; 21q22; 22ql3; Xp2l-
p22.3; Yp11.2-p11.3; Yql1.2

1923-q25; 2p11.2-p12; 2q24; 2q24-q31; 2q32; 3pl2-pl4; 3p21; 3q13.1-q21;
3q21; 3923-q24; 4922; 4q27-q32; 4935; 5q11.2-q12; 5q15-q21; 5q23; 6p22-
p23; 6q12-q13; 6q21-q22; 7q32-q34; 8p23; 8q21.1-q21.3; 8q22; 13q21-q22;
13q31-q33; 14ql12-q21; 15921-q22; 16q22-q23; Xp22.1-p22.3; Xql2-q13;
Xq21

1p12-p13; 1p22-p31; 1q21-q24; 2pl1.2-p12; 2ql1.2-q13; 3pl2; 3ql3.1-
ql13.3; 4q12-g28; 5q11.2-q22; 6ql2-ql15; 7q11.2-q21; 8ql2-q13; 9p12-p13;
9921; 10ql1.2-q21; 11p11.2-p12; 11ql2-q13; 12pl11.2-p12; 12q12-q13;
14q11.2-q12; Xq13-q21

1p13; 1p34.2-p36.2; 1q21-q24; 1q42-q43; 2pl11.2-pl6; 2p21-p22; 2ql1.2-
ql2; 2q14.1-q23; 2q37; 3p24-p26; 5p15.2-p15.3; 5q21-q23; 5q31; 5q35;
6p25; 6q26-q27; 7q11.2; 7q31; 7q32; 7q36; 8q21.1-q22; 9p24; 9q12-q22;
9q34; 10pl5; 10q11.2-q21; 10g21; 11p11.2-p12; 11p15; 11q12-q13; 12pl12-
pl3; 12q24.3; 13q13-q21; 15925-q26; 16pl3.1; 16pl13.3; 16q23-q24;
17p11.2; 17q23-q24; 17q25; 19p13.3; 20p13;20q12-q13.3; 22q11.2-q13
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1p21; 1p22-p31; 2pl12-p13; 2pl13-pl5; 2p21; 2q13-ql14.1; 2q21; 2q24; 2q31-
q32; 2q33-q34; 3pl2; 3q12-q22; 3q25-q26.2; 5q13; 5q21; 6pl2-p21.1; 6q13-
q22; 6q22; Tpl2-pl3; 9p21; 10qll.2-q21; 10q21; 10q24-q25; 12ql4-q21;
13q21; 15921; 18p11.2; 18q11.2-q12; 18q21; Xq22-q24

1p13-p31; 1g21; 1q31; 1q32-g41; 2pl2-pl6; 2q13-q21; 2q23-q32; 3pl2-pl3;
3q13.1-q22; 3q22-q23; 3q22-q23; 3q24-q25; 4pl4; 4pl5.1-p15.3; 4ql13-q21;
5q13-q14; 5q15-q23; 6p11.2-p21.1; 6q12-q23; 8p11.2-p12; 8q11.2-q12; 8q21.1-
q21.3; 9p21; 9q31-q32; 10q11.2-q22; 10q24-q25; 12q13; 12q15-q24.3; 13q14-
q31; 15g21; 16p11.2-p13.2; 16q22; 17q21-q22; 18ql11.2-q12; 19p13.1-p13.2;
19q13.1-q13.2; Xq22-q24

1q32; 1q43-q44; 2pl12-pl16; 2pl6-p22; 2p23-p24; 2q13-q22; 2q23-q24; 2q31;
2q33-q35; 3p21-p22; 3q23; 3q24-q25; 3q26.3; 4pl6; 4q22-q26; 4q28-q31.1;
4q33-q34; 5p13-pl4; 5q22; 5q31; 5q34-q35; 6q25; Tpld-pl5; Tpl5; Tp21-p22;
7q11.2; 7922; 7q31; 7q31-q36; 8p21-p22; 8ql3; 8q23-q24.1; 9922-q31; 9q32-
q34; 10g21; 10923-q24; 10q24-q25; 10q26; 11q12-q13; 11q23; 12q22-q23;
12q24.3; 13q22-q31; 14q21; 14q24; 16pll.2-p13.2; 16q22; 16q23-q24;
18p11.3; 18q22-q23; 19p13.1-p13.3; 19p13.2; 19q13.4; 21q22; 22q13; Xp11.3-
pll.4; Xp21-p22.1; Xp22.1-p22.3; Xql3; Xq23; Xq27; Ypl1.2

1p32-p31; 1p31-p34.2; 1q23-q25; 1q31; 1q31-q44; 2pl13-p24; 2ql4.2-q21;
2q24; 2q36-q37; 3pl2-p21; 3p21-p22; 3p24-p25; 3ql13.3-q23; 3q24-q25;
3926.1-929; 4q24; 4q28-q31.1; 4q32-q34; 5pl2-pl4; 5ql3-ql5; 5q23-q31;
5q32-q35; 6pl12-p21.1; 6p21.3-p25; 6ql6; 6q21-q27; Tpl1.2-p13; Tpl4-p22;
7q21-q36; 8pl11.2-p12; 8pl2-p21; 8p22-p23; 8ql3-q21.1; 8q21.3; 8q22-q24.1;
9921; 9q21-q34; 9q34; 10p11.2-p12; 10q22-q23; 10q24-q26; 11pl4-pl5;
11q14-q23; 11q24-q25; 12p12-p13; 12ql12-q24.3; 13ql12-q33; 14q22-q32;
15q22-q26; 16p11.2-p13.3; 16q22-q24; 17pl12-p13; 17q11.2-q25; 18q22-q23;
19p13.1-p13.3; 19q13.2-q13.4; 20p11.2; 20p12-p13; 20q11.2-q13.3; 21q22;
22q11.2-q13; Xp11.2-p21; Xq21-q23; Xq26

1p31-p36.3; 1q24; 1q41-q44; 2pl13; 2p21-p25; 2q35-q37; 3p21; 3p24-p25;
3q27-q29; 4p15.3-p16; 4q34-q35; 5q35; 6pl12-p25; 6q21-q22; 6q27; Tp15-p22;
7q34-q36; 8pl1.2-p21; 8p23; 8q21.3; 8q23-q24.3; 9p21-p23; 9p24; 9q22-q31;
9q34; 10p14-p15; 10q25-q26; 11pl14-pl5; 11q13-ql4; 11923-q25; 12p12-p13;
12q21-q24.3; 13q32-q34; 14q23-q32; 15921-q25; 15g26; 16pl11.2-pl13.3;
16q21-q24; 17p11.2-p13; 17q11.2-q25; 18p11.2; 18p11.3; 18q22-q23; 19p13.1-
pl13.3; 19q13.1-q13.2; 19q13.4; 20q11.2-q13.3; 21q22; 22q11.2-q13; Xp22.1;

1p35-p36.3; 2p24-p25; 2q37; 4pl6; S5pl5.2-p15.3; 6p24-p25; 6q27; 8p22-
p23; 8q24.2-q24.3; 10p15; 11p15; 12p13; 17p13; Ypl1.2-p11.3

1p36.1-p36.3; 2p25; 2q37; 3q29; 5p15.2-pl15.3; 6p24-p25; 7p22; 8p23;
8q24.3; 9p23-p24; 10pl4-pl5; 11pl5; 11q24-q25; 12p13; 14q32; 17pl3;
19q13.4; 20q13.3; Xp22.1-p22.3; Yp11.2-p11.3

1q21; 3q13.1; 4pl2-pl3; 4pl6; 4ql2-q13; 7q11.2; 9pl2-pl3; 11q12-ql3;
12p11.2-p12; 14q11.2; 15q12-q14; 1522; 18q21; Yp11.2-p11.3; Yql1.2

1p21-p22; 1p31; 2p11.2-p12; 2q14.3-q21; 2q22-q31; 2q32; 2q32-q33; 3p13-
pl4; 3q13.1-q21; 3q26.1-q26.3; 4p12-p13; 4q12; 4q13-q21; 4q23-q28; 4q32;
Spll-pl4; 5q11.2-q14; 5q21-q23; 5q31-q32; 5q34; 6ql12-ql6; 6q22-q24;
7q11.2; 7q21-922; 8q21.1-921.2; 9p12-p13; 9921-q22; 10p11.2-p12; 10g21;
10g22; 10923; 11p13-pl4; 11ql2-q13; 11922; 12q12; 12g21; 13ql12-q13;
13q14-q22; 14q11.2-q13; 14q21; 16q12.1-q12.2; 18ql11.2; 18ql2; 21q21;
Xpl1.2; Xp11.3-p21; Xq12-q13; Xqg25
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Xp22.3; Xql13-q21; Yq11.2

1p31; 1p32; 1p34.1-p36.3; 1q32-g41; 2pl2-pl4; 2pl5-pl6; 2p22-p25; 2q33-
q37; 3p13-p14; 3p22-p26; 3q23-q29; 4p15.3-p16; 4q31.1-q32; 4q32-q33; 4q35;
5p15.1-p15.3; 5q13-q14; 5923-q31; 5q32-q35; 6p22-p25; 6q25-q27; Tpl5-p22;
7q32-q36; 8pl1.2-p12; 8q22; 8q24.1-q24.3; 9p23-p24; 9q22-q34; 10p12-p13;
10p14-pl15; 10g23-q26; 11p11.2; 11pl5; 11q12-q13; 11q24-q25; 12pl12-pl3;
12q12; 12ql14; 12921-q24.3; 13921-q31; 13q32-q34; 14q13-q32; 15q21-q22;
15q26; 16pl1.2-p13.3; 16ql2.1-q24; 17pl2-p13; 17q21-q25; 18ql2-q21;
18q22-q23; 19pl13.1-p13.3; 19ql13.1-q13.4; 20pl11.2-p13; 20ql11.2-q13.3;
21q21-q22; 22q11.2-q13; Xq21; Xq21-q22; Xq28; Yql1.2

1p22-p33; 1p35-p36.1; 1q24; 1q42-q44; 2p13-pl4; 2p15-p16; 2p22-p24; 2q21;
2q24; 2q32-q36; 2q37; 3p25-p26; 3q24; 4pl4; 4p15.3-pl6; 4q12; 4q31.1-q31.2;
4q32; 5q34-q35; 6p22; 6q13-ql5; 6q16-q23; 6q24-q27; Tpl4-plS5; 7q31; 7q32-
q36; 8pl2-p21; 8p22; 8ql3-q21.1; 9pl13-p21; 9q22-q33; 9q34; 10ql1.2-q21;
10q22; 10q24-q26; 11q22-q23; 12q21-q22; 12q24.3; 14q22-q24; 14q32; 15q21;
15q22-q26; 16q12.1-q24; 17p11.2-p13; 17q11.2-q25; 18pl1.2-p11.3; 18ql2;
18q21-q23; 19p13.1-p13.2; 19q13.1-q13.3; 20p11.2; 20p12-p13; 20q11.2-q12;
20q13.2-q13.3; 21q11.2-q22; 22q12-q13; Xq22-q24; Xq27-q28; Yql1.2

1p21-p22; 1p22-p31; 1p31-p36.3; 1q24-q44; 2pl5; 2p22-p25; 2q32-q37; 3pl3-
p22; 3p23-p26; 3q21-q22; 3q24-q29; 4pl5.3-pl6; 4q28-q32; S5pl3; Spl4;
5p15.1-p15.3; 5q11.2-q13; 5921; 5q22-q23; 5q23-q35; 6p11.1-p12; 6p21.3-p22;
6p23-p25; 6ql6; 6q21; 6q22-q27; Tpl1.2-p22; 7ql1.2-q21; 7q21-q36; 8pl1.2-
p23; 8q23-q24.3; 9pl2-pl13; 9pl3-p21; 9p22-p23; 9ql13-q21; 9q22-q34;
10p11.2-p12; 10p12; 10pl4-pl5; 10ql1.2-q21; 10q22; 10q24-q26; 11pll.2-
pl5; 11q12-q25; 12q15-q21; 12q22-q24.3; 13ql4-q32; 13q34; 14q21-q24;
14q24-q32; 15q11.2-q15; 15q21-q22; 15922-q26; 16p11.2-p13.3; 16q12.1-q24;
17q11.2-q25; 18pl11.2-p11.3; 18ql11.2-q23; 19p13.1-p13.3; 19ql13.1-q13.4;
20p11.2-p13; 20q11.2-q13.3; Xp11.2-p11.3; Xp22.1-p22.2; Xql2-q13; Xql3-
q21; Xq23-q24; Xq25-q28; Yql1.2

1p21-p22; 1p31; 1p34.2-p36.3; 1921-q22; 2q34-q36; 3pl4; 4p15.1-p15.3; 4q12-
ql3; 5pl4-p15.3; 5q33-q34; 6pl2-p25; 6ql2-ql4; 6q22; 6q23-q27; Tpl5-p22;
7q31; 7q33-q36; 8p21-p22; 8q23; 9pl2-p23; 9ql2-q22; 9q34; 10pl3-pls;
10q11.2-q21; 10q26; 11q23-q25; 12pl2-pl3; 12q22-q24.3; 13ql2; 13q21;
13q22-q31; 13q33-q34; 14q24; 14q31-q32; 15921-q23; 16pl12-p13.1; 16q12.1-

1p22; 1q21-q24; 1q42; 2q22-q31; 3p21; 3ql3.1-q13.2; 4pl2-pl5.1; 4ql2-
q31.1; 5pl2-pl4; 5921-q22; 6pl2-p21.3; 6ql2-q13; 6ql4-q24; 7pll.2-pl2;
Tpl4; 7q11.2-q21; 7q31; 8q21.2-q21.3; 9pl12-p13; 9p21; 10p11.2; 10g21;
11p12-pl4; 11q22-q23; 12q13; 13q12-q13; 15q15-q21; Xpl11.2-p21; Xp21-
p22.1; Xq26; Ypl1.2-p11.3

1921-q23; 1q31; 2p25; 2ql1.2; 4q22-q24; 5pl3-pl4; 5q22-q23; 5q32;
7q11.2; 8q24.3; 10q22-q23; 11pl5; 11ql2-ql13; 12pl11.2; 12q12; 13q21;
Xp22.1-p22.2; Xq25-q27; Ypl11.2-p11.3

2p12; 3q13.1-q13.2; 4p14; 4q23-q24; 4926; 4q27-q28; 5q14; 8q21.2-q21.3;
13q12; 22q13

1p22-p31; 1q23-q24; 1q25-q31; 2pl11.2; 2pl4-pl5; 2pl6-p21; 2q11.2-q13;
2q14.2-q14.3; 2q22-q23; 2q24-q33; 3p2l; 3ql3.1; 3q21-q24; 4q24-q26;
4q34-q35; 5q11.2-q12; 5q14-q21; 5921-q31; 7p13-pl5; 7q31-q32; 8q21.3;
8q22-q23; 10q23-q24; 11pll1.2-pl12; 11pl4-pl5; 11ql2-q13; 11ql3-ql4;
12q14-q21; 13q14; 17q21; 18p11.2-p11.3; 18q23



CXAP2

CXAP3

CXAP4

CXAP5

ql3; 16q23-q24; 17q24-q25; 18q12-q21; 18q21; 19q13.2-q13.4; 20q11.2-q13.3;
21q21-q22; 22q11.2-q13; Xp21; Xql12-q13; Xq21; Xq25-q26

1p12-p13; 1p31-p36.3; 2pll1.2-pl13; 2pl4-pl6; 2p22-p24; 2q21-q22; 2q37;
3pl2-pl4; 3p21; 3p24-p25; 3q21-q26.1; 3q29; 4p12-p15.1; 4p15.3-p16; 4q12-
ql3; 5pl2-pl15.3; 5ql1.2-q21; 5q23-q32; 6p21.1-p22; 6ql4-q22; 6q23-q27;
Tpl11.2-p22; 7ql1.2-q21; 7q21-q22; 7q31-q36; 8pll.2-p12; 8p22-p23; 8ql2;
8923-q24.3; 9p12-p21; 9q21-q22; 9q31-q34; 10p11.2-p12; 10p14-p15; 10q11.2-
q24; 10q24-q26; 11pl1.2-p12; 11pl4-pl5; 11ql2-ql4; 12pl11.2-pl2; 12ql4-
ql5; 12q24.2-q24.3; 13ql4; 13q21; 13q22-q31; 13q32-q34; 14ql1.2-g21;
14921-q32; 15q12-q25; 16pl1.2-p13.1; 16pl13.2-p13.3; 16ql12.1-q22; 16q23-
q24; 17p11.2-p13; 17q11.2-q21; 17q25; 18p11.2-p11.3; 18q11.2-q21; 19p13.2-
pl13.3; 19q13.1-q13.4; 20pl11.2; 20pl12-p13; 20ql1.2-q13.3; 21q21-q22;
Xpl1.2-p11.4; Xql2-q24; Yql1.2

1p13-p35; 1p36.2-p36.3; 1q24-q44; 2pl12-pl3; 2pl4-p24; 2ql3-ql4.1; 2q21-
q22; 2q33-q37; 3pl2-pl4; 3p21-p24; 3q21-q26.3; 4pl14-pl6; 4q13-g21; 4922-
q24; 4q31.1-q35; 5pl2-p13; 5pl4-pl15.3; 5q11.2-q13; 5q13-ql4; 5921; 5923-
q32; 5q33-q35; 6pl2; 6p21.2-p25; 6q16-q22; 6q23-q27; Tpl2-p22; 7q11.2-q21;
7q31-q36; 8pl1.2-p22; 8q23-q24.3; 9pl2-p24; 9q21-q34; 10pl1l1.2-p12;
10q11.2-q23; 10925-q26; 11pl11.2; 11pl4; 11g23-q25; 12pl11.2-pl12; 12pl12-
pl3; 12q21-q23; 13q21-q22; 14ql11.2-q21; 14q21-q32; 15q12-q26; 16pll1.2-
pl3.2; 16q12.2-q24; 17p11.2-p12; 17ql12-q22; 18pl11.2-p11.3; 18ql1.2-q21;
18q23; 19q13.1; 19q13.4; 20p11.2-p12; 20ql11.2-q13.3; 21q21-q22; 22q13;
Xpl11.3-p21; Xp21-p22.1; Xp22.1-p22.2; Yq11.2

1p12-p22; 1p31-p36.1; 1q32-q44; 2ql2-ql4.1; 2q34-q37; 3q21-q22; 3q24;
3929; 5923-q31; 5q32-q35; 6p23-p26; 6q27; 7pll.2-pl5; 7qll1.2-q21; 7q22-
q31; 7q35-q36; 9pl12-p23; 9q13-q22; 9q31-q33; 10ql1.2-q22; 10q24-q26;
11q12-q23; 12p12; 12q21-q24.3; 14q12-q13; 14q21-q24; 14q32; 15ql14-ql5;
15q24-q26; 16p11.2-p13.3; 16q12.1-q12.2; 17p11.3-p13; 17q12-q21; 18ql1.2-
pl11.3; 18q12; 19p13.1-p13.3; 19q13.2-q13.3; 20p12; 20q11.2-q13.3; 21q22;
22q13; Xp11.2; Xp11.4; Xp22.1-p22.3; Xq12-q21; Yp11.2; Yql11.2

1p13-p31; 1q21-q41; 1q42; 2pl2-p25; 2ql4.1-q34; 3pl4-p22; 3p24-p25;
3q13.1-q26.1; 4p12-p13; 4p14-p15.3; 4pl6; 4q21-q27; 4928; 5q12-q32; 6pl1.2-
p21.1; 6q21.3; 6p23-p25; 6ql2-q22; 6q22; 6q23-q25; 7pll.2-pl5; Tp21-p22;
7q11.2-q31; 8pll1.2-p12; 8qll.2-q22; 9pl2-p21; 9q21-q34; 10pll1.2-pl12;
10q11.2-q22; 10q24-q25; 11pl1l1.2-p13; 11pl4-pl5; 12q12-q13; 12ql3-ql4;
12q21-q22; 13q13-q21; 13q21-q31; 14ql2; 14ql13-q31; 15q15-q22; 15q24;

1p21; 1q22-q23; 1q24-q31; 1q41-q43; 2q33-q36; 4q22-q26; 4q27-q34;
8q21.2-q22; 9p23-p24; 11p12-p14; 12p13; 13q12-ql4; 15q26; Ypl1.2

2q31-q32; 10p15; 12q14-q15; 13q310932; Ypl1.2-p11.3

2q33; 4q21; 4q24-928; 4q32; 5p13-pl4; 5q21-q23; 6pl1.2-pl2; 6p24-p25;
6q12-q13; 6ql5-q16; 7p21; 7Tp22; 8pl2-p21; 8p22-p23; 8q21.3-q23;
11p11.2-p14; 12p11.2-p12; 12q14-q15; 13q12-ql4; 13q22-q34; Xq23-q24

2q36-q37; 4q35; 7q35-q36; 8p22-p23; 8q24.1-q24.3; 9p23-p24; 9q34;
11q13-ql4; 11q24-q25; 13q34; 16pl13.2-p13.3; 19pl13.1-p13.2; 19p13.2-
pl3.3; 19q13.1-q13.2; 19q13.3; 20q13.2-q13.3



CXAP6

ON

ONI1

ON2

TW

TWS5

16p11.2-p12; 16q12.2-q22; 16q23; 17pl11.2; 17q11.2-q24; 18pl1.2; 18q21;
20q11.2-q12; 22q12-q13; Xp11.2-p22.3; Xql12-q21; Xq21-925; xq28; Ypl1.2-
pl1.3; Yql1.2

1p13; 1p22; 1p31-p34.1; 1q31-q32; 2p14-p24; 2q12-q13; 2q23-q24; 2q31-q33;
3pl12-p13; 3p21; 4q31.3-q32; 4q35; 5q11.2-q21; 5q31; 5q34-q35; 6q16; 6q24-
q25; Tpl3; Tpl5-p21; 7q21-q31; 8pl1.2-p12; 8qll.2-q21.1; 8q23; 9pl2-pl3;
9p21-p23; 9q21-q34; 10pl11.2-p15; 10q22; 11pl11.2-p13; 11pl5; 11q12-q13;
11q14-q25; 12p11.2-p13; 12q12-q13; 12q24.1-q24.2; 14q11.2-q21; 14q22-q23;
14924; 15q15-q21; 15923-q26; 16pl1.2-p13.3; 16ql12.1-q13; 16q21-q24;
17p11.2-p12; 18pl1.2; 18pl11.2-p11.3; 18ql1.2-q12; 19q13.2-q13.3; 22ql3;
Xql2-q21

1p32-p35; 1p36.2-p36.3; 1q24-q31; 1q42-q43; 2pl3-pl4; 2pl6-p24; 2ql4.3-
q21; 2q24; 2q31-q32; 2q34; 3pl2-pl3; 3ql13.3-q22; 3q24-q25; 3q26.3-q27;
4p15.2-p15.3; 4q34-q35; S5pl12-p13; 5pl4-p15.2; 5q21; 5923; 5q32-q35; 6p22;
6q22; Tp21; 7q11.2; 8pl11.2-p12; 8p22-p23; 8q23-q24.3; 9p13-p21; 9q21; 9q31-
q33; 10pl11.2-p12; 10q11.2-q21; 10q21; 10q22; 10q23-q26; 11pl3; 11pl5;
11q13-q14; 11q14-q23; 13q13-q31; 13q32-q33; 14q12; 14q13-q21; 14q23-q32;
15q13-g21; 16pl1.2-p13.3; 16q21-q24; 18pl1.2-p11.3; 18q22-q23; 19pl13.1-
p13.3; 21q21-q22; 22q11.2-q13

1p21-p22; 1p31; 1p31-p34.2; 1p35; 1p36.1-p36.3; 1g21; 1q24-q31; 1q41-q43;
2p13-pl4; 2p24; 2q12-q13; 2q35-q37; 3p21; 3p24-p25; 3q23-q26.1; 3q26.3-
q29; 4pl12-pl3; 4pl4-pl6; 4ql2-ql13; 4q22; 4q32-q35; 5p15.1-p15.3; 5q11.2-
ql3; 5921; 5q31-q35; 6p22-p24; 6q15-q16; 6q24-q27; Tpl1.2-p12; 7q11.2-q21;
7q31-q32; 7q33-q36; 8pl11.2-p12; 8q11.2-q13; 8q21.1-q21.3; 8q22; 8q23-q24.3;
9p12; 9p13; 9q22-q34; 9q34; 10p11.2; 10p11.2-p15; 10q11.2-q21; 10925-q26;
11p12-p13; 11ql4; 11922-q23; 11q24-q25; 12p12; 12q13-q15; 12921; 12q23-
q24.3; 13q12-ql14; 13q21-q34; 14q31-q32; 15q12-q13; 15q22-q24; 15q25-q26;
16p11.2-p13.3; 16ql12.2-q24; 17pl11.2-p13; 17ql1.2-q25; 18pl1.2-p11.3;
18p11.3; 18q11.2-q23; 19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4; 20p11.2-p13; 20q11.2-
ql3.3; 21921-q22; 22q11.2-q13; Xp21-p22.1; Xq21-q22; Xq23-q24; Xq26-q27;
Xq28; Ypl1.2; Yql1.2

1p12-p13; 1p32-p36.3; 1q21-q22; 1q23-q24; 1q32-q44; 2q11.2-q13; 2q14.3-
q22; 3p22-p26; 3q13.1-q13.2; 3q22-q25; 4q31.1-q34; 5q12-q13; 6ql6; 6q22-
q27; 7q31; 7q36; 8pl11.2-p12; 8q23-q24.3; 9p12-p21; 9p21; 10p14; 10q21-q22;
10q23-q24; 11ql2-q13; 12q12-q13; 12q13-q21; 12q21-q24.3; 14q24-q31;

1p21; 1q41-q44; 2q37; 3p21; 3q13.3; 3q26.1; 4p14-pl15.1; 4p15.3-p16; 4q12-
ql3; 5pl15.3; 6pl2-p21.1; 6p21.3-p22; 6p24-p25; 6ql2; 6q27; 8p21-p22;
8p23; 8q24.3; 10925; 12q13-g21; 17q24-q25; 18ql12-q22; 19p13.2-p13.3;
20p11.2-p12; 20q11.2; 20q13.2-q13.3; 21q11.2-q22; Xpl11.2-p21; Xp22.1-
p22.3

1p12-p21; 1p22; 1p22-p31; 1q31-q32; 2p11.2; 2q11.2-q12; 2q22-q23; 2q32;
3p21; 3p21-p23; 3p24-p26; 3q23; 4p16; 5q11.2-q12; 5q14-ql5; 6p11.2-pl12;
6pl12-p21.1; 6p24-p25; 6ql2-ql4; 6ql6-q21; 6q22-q23; 6q25-q27; Tpll.2-
pl3; 7q11.2; 7q31; 8p21; 8ql1.2-q13; 8q21.3-q22; 9p12-q21; 9q34; 11ql12-
ql3; 11924-q25; 12p11.2-p12; 12ql3; 12q23-q24.1; 17p11.2; 17p12-p13;
17q11.2-q21; 17q22-q23; 18ql1.2; 18ql2-q21; 19q13.4; 20pl2-p13;
20q11.2-q12; 20q13.1-q13.3; Xp11.2; Xp11.4-p22.3; Xq21; Xq21-q22

2pl6;3ql3.1; 5pl4

3pl2-pl4; 3q27-q28; 4q21-q22; 4q24-q26; 5921-q23; 5q35; 6p24-p25; Tpl2;
Tpl4; Tpl15-p21; 7q11.2-q22; 9921; 9q33-q34; 21q21; 21q22; 22q11.2-q12;
Xp22.2-p22.3; Ypl11.2-p11.3



TW8
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TWI12
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15q11.2-q13; 15q21-q23; 16p11.2-p13.3; 16q12.1-q24; 17p11.2-p12; 17q11.2-
q25; 18pl1.2; 18ql11.2-q23; 19p13.2; 19q13.1-q13.4; 20p11.2-p13; 20q12-
ql3.2; Xp11.4-p21

1p12-p21; 1p22-p31; 1p34.2-p36.3; 1q21; 1q32-q44; 2p11.2-p13; 2p21; 2p23-
p25; 2q12-q21; 2q22-q23; 2q24-q32; 2q34-q37; 3pl2-pl4; 3p21; 3p22-p25;
3q13.3; 3q22-q29; 4p12; 4p15.1-p16; 4q12-q21; 4q27; 4q31.1-q31.2; 4q32-q35;
5p13; 5pl4-p15.1; 5ql4; 5q21-q31; 5q31-q35; 6pl2-p21.1; 6q16-q22; 6q24-
q27; Tpl2-pl5; 7p21; 7q31-q36; 8q21.3; 8q22-q24.3; 9pl2-p24; 9q13-q22;
9q31-q34; 10p13-pl4; 10q21; 10q22-q23; 10q23-q26; 11pll.2-pl4; 11pl5;
11q14-q24; 12q13-q15; 12q21-q24.3; 13ql2-ql4; 13q21-q34; 14ql12-q32;
15q14-q26; 16pll.2-p12; 16pl2-p13.3; 16ql12.1-q13; 16q21-q24; 17pl2;
13p13; 17ql11.2-q21; 17q21-q25; 18p11.2-p11.3; 18q11.2-q23; 19p13.1-p13.3;
19q13.1-q13.4; 20p11.2-p13; 20q11.2-q13.2; 21ql1.2-q22; 22ql1.2-ql3;
Xpl1.2; Xp11.3-p22.2; Xq12-q21; Xq21-g25

1p21; 1p31-p36.3; 1q41; 2pl2; 2pl4-pl6; 2pl6-p25; 2ql13-ql14.3; 2q34-q37;
3pl4-p25; 3q21-q23; 3q25; 3926.1-q29; 4p15.3-p16; 4q31.2-q35; 5p15.1-p15.2;
5p15.3; 5q31-q35; 6p21.1-p22; 6p23; 6q24-q25; 6q27; 7p21-p22; 7q31-q36;
8p22-p24.3; 9p12-p23; 9q22-q34; 10p12-pl4; 10q22-q26; 11q23-q25; 12p12-
pl3; 12q15-q21; 12q21-q24.3; 14q31-q32; 15q21; 15q22-q26; 16p11.2-p13.3;
16q12.2-q24; 17p11.2-p13; 17q11.2-q25; 18p11.2-p11.3; 18q12-q22; 19p13.1-
pl13.3; 19q13.1-q13.4; 20p11.2-p13; 20q11.2-q13.3; 21q21-q22; 22q11.2-ql3;
Xq26-q27

1p12-p22; 1p31-p34.2; 1q21-q25; 1q32-q44; 2pl6-p24; 2q11.2-q32; 3pl4-p21;
3q13.2-q29; 4pl13-pl6; 4q12-q24; 4928-q31.3; 4q32-q33; 5pl2-p13; 5q11.2-
q21; 5923-q35; 6p12; 6p21.2-p22; 6q15-q22; Tpl12-pl5; 7q21-q36; 8pl11.2-p12;
8q12-q24.3; 9p12-p23; 9q921-q22; 9q31-q34; 10p11.2-p12; 10q11.2-q22; 10925;
11p11.2-pl14; 11pl4-pl5; 11ql13-q25; 12pl11.2; 12pl2-pl3; 12ql2-q24.2;
13q14-q21; 14921-q32; 15q12-q24; 16p11.2-p13.3; 16q12.1-q24; 17p11.2-p12;
17q11.2-q25; 18p11.3; 18q11.2-q22; 18q23; 19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4;
20p11.2-p12; 20q11.2-q13.3; 21q22; 22q11.2-q13; Xpl11.2-p21; Xp21; Xql3-
q26

1p32-p36.3; 1g21-q22; 1q31-q44; 2pl13-pl5; 2p21-p25; 2q35-q37; 3pl4-p26;
3q21; 3926.3-q27; 4p15.1-pl16; 4q31.1-q35; Spl12-p15.3; 5q13-q14; 5q15-q21;
5q31; 5q32-q35; 6p12-p22; 6p23-p25; 6ql6-q22; 6q23-q27; Tpl12-p22; 7q22-
q36; 8pl2-p22; 8q23-q24.2; 9pl2-p24; 9ql13-q34; 10pl1.2-pl2; 10pl3-pl5;
10q21-q22; 10g23-q26; 11pl12-p15; 11q22-q25; 12pll1.2-p13; 12ql3-ql4;
12q21-q24.3; 13q31-q34; 14q22-q24; 14q31-q32; 15q12-q13; 15q21-q26;

6p24-p25;7q11.2

1922-q23; 3p12; 3q13.1; 4p12-p13; 4ql2-q21; 4q21-q26; 5q12-q13; 5q14-
q22; 6ql2-q23; 7pll.2; 7qll.2; 7q21; 9q21; 10q21; 11pl2; 11pl3-pl4;
11q12; 12q12; 13q12; 13q13-q14; 13q14-q21; 13q21-q22; 13q34; 14ql12-
q22; Xpl1.2; Xql13-q22; Yp11.2-p11.3

4q35

1p21-p31; 2pl2; 2q24-q31; 2q32-33; 3q13.1-q13.3; 4q12-q13; 4¢22-q23;

4q25-q28; 5q21; 7Tpll.2-pl2; 7ql1.2; 8pl1.2; 11ql2-q13; 13q21-g31;
14q11.2; Xq21



16p11.2-p13.3; 16ql2.1-q24; 17pl11.2-p13; 17ql11.2-q25; 18pl11.2-p11.3;
18q21-q23; 19pl13.1-p13.3; 19ql13.1-q13.4; 20pl11.2-p13; 20ql11.2-q13.3;
21q21-q22; 22q11.2-q13; Xp21; Xq22-q25; Xq25-928; Ypl11.2-p11.3; Yql1.2
1p12-p21; 1p31-p36.1; 1q21-q24; 1q24-g44; 2pl2-p25; 2ql1.2-q13; 2ql4.1- | 1p22; 1p36.3; 4pl12-pl4; 4q12-q13; 4q21; 4922-q26; 4927-q28; 4928-q31.3;
q22; 2q924; 2q31; 2q35-q37; 3pl4-p26; 3ql13.3-q23; 3q24-q29; 4pl5.3-pl6; | S5pl2-pl3;7q21; 7q21-q22; 8q21.1-q21.3; 11p11.2; 11q12-q13; 15q14
4q33-q35; 5pl4-pl5.3; 5qll1.2-q12; 5ql3-ql4; 5q23; 5q31-q35; 6pl2-p25;
6ql14-q26; 6q27; Tpl2-pl5; Tp21-p22; 7q22-q36; 8pll.2-pl12; 8q22; 8q23-
q24.3; 9p12-p23; 9q21-q34; 10p13-p15; 10q21; 10q22-q26; 11p12-pl4; 11pl4-
TW14 pl5; 11q13-ql4; 11q22-q25; 12pl11.2-p12; 12pl2-pl3; 12ql3; 12ql3-ql4;
12q21-q24.3; 13q12; 13q31-q34; 14q11.2-q12; 14q21; 14q23-q32; 15q23-q24;
15q25-q26; 16pl1.2; 16p12-p13.3; 16ql12.2-q24; 17p11.2-p13; 17ql1.2-q25;
18p11.2-p11.3; 18ql1.2-q23; 19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4; 20pl11.2-pl3;
20q11.2-q13.3; 21q11.2-q22; 22ql11.2-q13; Xp11.2-p22.1; Xql3-q21; Xq21-
q22; Xq23-q28; Ypl1.2; Yq11.2
1p12-p31; 1p31-p36.3; 1q21-q23; 1q25-q44; 2pl11.2-p24; 2q11.2-q37; 3p13- | 11ql2
p26; 3q13.3-q24; 3q28-q29; 4pl12-p13; 4pl4-pl6; 4ql12; 4q13-q22; 4q24-q26;
4q26-q35; 5p12-p15.3; 5ql11.2; 5q12-q13; 5q21-q23; 5q31-q35; 6pl12-p21.2;
6p22-p25; 6q22; 6q22-q27; Tpl2-p22; 7qll.2-q21; 7q22-q36; 8pl1.2-p23;
8q12; 8q22-q24.3; 9p12-p24; 9q13-q34; 10p11.2-p15; 10q21-q26; 11p12-p13;
11pl14-pl5; 11q22-q25; 12p11.2-p13; 12ql12-ql4; 12q22-q24.3; 13ql2-ql3;
13q21; 13q21-q34; 14q11.2-q12; 14q13-q21; 14q22-q32; 15q14-q26; 16pl1.2-
pl3.3; 16q12.2-q24; 17p11.2-p13; 17ql11.2-q12; 17q21-q25; 18p11.2-p11.3;
18q11.2-q12; 18q12-q23; 19p13.1-p13.3; 19ql13.1-q13.4; 20pl1.2-pl3;
20q11.2-q13.3; 21q22; 22q11.2-q13; Xp11.2-p11.3; Xp21; Xq22-q28; Yql1.2
1p13-p21; 1p22-p36.3; 1q21-q31; 1q31-q44; 2p11.2-p13; 2pl6-p25; 2ql11.2- | 2q14.3-q21; 2q21; 2q21-q23; 2q31-q32; 5q15-q21; 8q11.2
ql2; 2q24; 2q33-q37; 3p12-p26; 3q13.1-q29; 4p12-p16; 4ql12-q25; 4q28-q35;
5pl2-p15.3; 5ql2-ql4; 5q21-q22; 5q23; 5q31-q35; 6pl2-p21.3; 6p22-p25;
6q16-q21; 6q22-q27; Tpl1.2-p22; 7ql11.2-q21; 7q22-q36; 8p11.2-p23; 8q21.1-
q21.3; 8q21.3-q24.3; 9p12-p24; 9921-q34; 10p11.2-p15; 10q11.2-q26; 11p11.2-
pl5; 11ql12; 11q12-q25; 12p11.2-p13; 12q12-q24.3; 13q12-q21; 13q21-q34;
14q11.2-q32; 15q11.2-q26; 16pl11.2-p13.3; 16ql2.1-q24; 17pl1.2-pl3;
17q11.2-q25; 18pl11.2-p11.3; 18ql11.2-q23; 19pl13.1-p13.3; 19ql13.1-q13.4;
20p11.2-p13; 20q11.2-q13.3; 21q11.2-q22; 22q11.2-q13; Xp11.2-p22.3; Xql2-
q28; Yp11.2-p11.3; Yq11.2
1p12-p13; 1p13-p36.3; 1q21-q32; 1q32-q44; 2p11.2-p25; 2q12-q37; 3p12-p25; | 6q26-q27
TW17 3q13.3-q26.3; 4p12-p16; 4q21-q22; 4q24-q28; 4q31.2-q35; 5p12-p15.3; 5q11.2-
q35; 6p12-p25; 6q12-q21; 6q24; 7p11.2-p12; Tpl12-p21; 7ql11.2-q21; 7q22-q32;

TW15

TW16



7q33-q36; 8pl2-q21; 8qll.2-q12; 8q21.1-22; 8q24.1-q24.3; 9p13-p24; 9q22-
q34; 10pl11.2-pl5; 10q21-q26; 11pl1l1.2-pl4; 11pl4-pl5; 11ql2-q22; 11q22-
q25; 12p11.2-p13; 12q12-q21; 12q22-q24.3; 13q12-q34; 14ql12-q32; 15q12-
q26; 16pl1.2-p13.3; 16q12.2-q24; 17pl11.2-p13; 17ql12-q25; 18p11.2-p11.3;
18q11.2-q23; 19p13.1-p13.3; 19q13.1-19q13.4; 20p11.2; 20p12-p13; 20q13.1-
ql3.3; 21q22; 22q11.2-q13; Xp21-p22.1; Xq12-q21; Xq21-q26; Xq27
1p12-p21; 1p22-p36.3; 1q21-q23; 1q24-q44; 2p11.2-p12; 2p12-p13; 2p13-p25; | 6pl.2-p12; 6q12-q13; 6q14-q16
2q12-q23; 2q24-q37; 3p12-p26; 3q13.1-q29; 4p12-p16; 4q13-q21; 4q27; 4q28-
q35; 5p12-p15.3; 5q11.2-q14; 5q21-q35; 6p21.1-p21.3; 6p22-p25; 6q22-q23;
6q24; 6q25-q27; Tpll.2-p22; 7ql11.2; 7q21-q36; 8p2l; 8qll.2-q12; 8q21.1-
q24.3; 9pl12-p13; 9pl13-p24; 9q21-q34; 10pl11.2-p15; 10q11.2-q26; 11pl1.2-
pl5; 11q12-q25; 12p12-p13; 12q12-q24.3; 13q12-q34; 14q13-q32; 15q14-q21;
15q22-q26; 16p11.2-p13.3; 16q12.2-q24; 17p11.2-p13; 17q11.2-q25; 18p11.2-
pl1.3; 18ql11.2-q23; 19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4; 20pl11.2-p13; 20ql1.2-
ql3.3; 21q21-q22; 22q11.2-q13; Xp11.2-p11.4; Xp21-p22.2; Xq12-q13; Xq21;
Xq21-g28; Ypl11.2-p11.3; Yql11.2

1p13-p21; 1p22-p35; 1q21-q24; 1q25-q32; 1q32-q41; 2pl4; 2p23-p24; 2ql4.1- | 3p25-p26; 5pl15.3; 10pl5; 13q14
ql4.3; 2q22-q24; 2q33; 2q36-q37; 3pl4; 3q21-q26.1; 3q27-q29; 4pl3-pl4;
4p15.1-p16; 4ql2-q26; 4q31.1-q32; 4q34-q35; Spl4; 5ql1.2-q12; 5q23-q35;
6p21.3-p23; 6ql13-ql4; 6q16-q22; 6q24; 7Tpll.2-p21; 7ql1.2-q21; 7q22-q36;
8ql11.2-q21.1; 8q21.3-q24.3; 9p21-p23; 9q21; 9922-q34; 10p11.2; 10q11.2-q26;
11p12; 11ql2-ql4; 11922-q25; 12q13-q24.3; 13q22-q31; 13q32-q33; 14ql12-
q32; 15q12-q21; 15922-q26; 16p11.2-p13.2; 16q12.1-q21; 16q22-q24; 17q11.2-
q25; 18pl1.2-p11.3; 18ql2-q21; 18q22-q23; 19p13.1-p13.3; 19q13.1-q13.4;
20p11.2-p13; 20q11.2; 20q13.1-q13.3; 21q21-q22; 22ql11.2-q13; Xpl1.2-p21;
Xq27; Ypl1.2; Yql1.2

TW18

TW19

(AP) Adenoma Pleomérfico; (CAC) Carcinoma Adendide Cistico; (CDS) Carcinoma Ductal Salivar; (CEM) Carcinoma Epitelial- Mioepitelial; (CXAP) Carcinoma ex- Adenoma Pleomérfico;
(ON) Oncocitoma; (TW) Tumor de Warthin.



ANEXO 5. Regides minimas comuns envolvidas em alteracdes gendmicas (ganhos e perdas de DNA) identificadas por HR-CGH (p<0,05) em
cada uma das 17 amostras a fresco de TGS de diferentes tipos histologicos.

CASOS
ACAR

ACARIF

ACAR2F

ACAR3F

AP

AP2F

APSF

AP7F

AP8F

PERDAS

1g41; 2q32-q36; 3pl2-pl4; 3p2l; 3p2l1-p24; 3ql3.1; 3q21-q25; 3q25-q29;
4q32; 5p13-p15.3; 5q21; 5q31; 5932-q34; 6ql6-q22; 6q22-q23; 7q31; 7q33-
q36; 8pl2; 8ql1.2-q12; 8q23; 9p13-p24; 9q31-q34; 11p14; 13q12-q13; 13q21-
q22; 13q31; 13q32-q34; 14q22-q23; 15ql4-ql5; 15925-q26; 16q22; 16q24;
18q12-q21; 18q22-q23; 20p11.2-p13; 20q11.2-q13.3; 21q11.2-q22; 22q11.2-
ql13; 22q13; Xq21-q22; Xq24-q26;

1q41-q44; 2p21-p24; 2q34-q37; 2q37; 3p21-p25; 3q24-q25; 3q26.1-q29; 4p13-
p15.3; 4932-q33; 4q35; 6q21-q27; Tp21; 7q36; 8q24.3; 9p21-p24; 9q33-q34;
11q23; 12pl12; 13q22-q33; 14q22-q32; 15q14-q26; 16q23-q24; 17p11.2-p13;
17q25; 18pll1.2; 18qll1.2-q22; 20p12; 20q12-q13.3; 21q21-q22; 22ql2-q13;
Xp21-p22.1; Xq24-q28; Ypl11.2-p11.3

2q32-q36; 3p21-p22; 3q26.1-q26.2; 4q31.3-q32; Spl4-pl5.1; 6p22-p24; 6ql2-
ql13; 6ql4-q21; 8q21.3-q22; 9q21-q22; 9q34; 11p11.2-p15; 11q14-q22; 11q23;
12p12-p13; 12q12; 12q15-q21; 13q21-q31; 15921-q22; 15924-q26; 16q12.2-
q24; 17p11.2-p12; 17q25; 18p11.2-p11.3; 18q11.2-q23; 19p13.1-p13.3; 20p12-
pl3; 20q11.2-q13.3; 21q21-q22; Xp21-p22.1; Xq25-q26

1p22; 1q41; 2pl6-p21; 2q32-q37; 4pl2; 4ql13-q21; 4q26; 4q32; 5p12; 5p13-
pl5.2; 5ql1.2-q13; 5ql4-q31; 6ql16-q22; 6q23-q24; 7q32-q35; 9pl3-p2l;
10q23; 11q23; 13923; 13921-q31; 14q21-q22; 14q21-q22; 14924-q31; 16q13-
q21; 18p11.2-p11.3; 18q11.2-q23; 20q13.2; 21q21-q22; 22q11.2-q12

2q31-q32; 2q34; 3pl4; 3q24-q25; 3q26.1-q26.3; 3q28-q29; 4ql3; Spl2-pl4;
5pl5.1; 5q12-q13; 5923-q31; 6q16-q21; 6q23-q24; 7q21; 7q34-q36; 8pl12-p21;
8q11.2-q13; 8921.1-q23; 10q24; 11p11.2-p14; 12p11.2; 12q21-q22; 13q12-q14;
13q21-q22; 13q31; 14q11.2-ql13; 14q21; 14q22-q31; 15q12-q21; 15925-q26;
16q12.2-q24; 17p11.2; 18p11.2; 18q11.2-q23; 19q13.1; 20p11.2-p12; 20q13.2-
ql3.3; Xp11.2; Xq13-q21; Xq21-q22; Xq24-q27

1q43; 3q28-q29; 4p13-pl4; 4q32; 4q35; 6ql2-ql16; 7q36; 8q21.3-q22; 8q22-
q23; 9p23-p24; 11q23-q25; 12p11.2-p13; 12q24.1-q24.3; 12q24.3; 13q12-ql4;
13q22-q31; 13933-q34; 16q22-q24; 18p11.2-p11.3; 20p12-p13; 20q12-q13.3;
22q11.2-q13

1q43-q44; 2p16-p25; 2q34-q37; 3p21-p25; 3q27-q29; 4pl14-p15.3; 4q32-q33;

GANHOS

1p12-p13; 1p34.2-p34.3; 4p16

1p13; 1q21-q25; 2pl1.2-p12; 2ql11.2-q13; 3q13.3; 4q24-q26; 5q11.2-q13;
7q11.2

1p32-p36.1

1p34.1-p35; 3p21; 4p16; 10p14-p15; 11p15

1p13; 1p34.2-p35; 1923-q24

1p34.1-p34.3; 10q21; Xp11.2-p11.3

1p13-p32; 1p33-p34.3; 1q21-q25; 2p11.2-p12; 2q11.2-q23; 2q24-q31; 3pl2;



AP9F

CAC

CACIF

CAC2F

CAC3F

CAC4F

4q34-q35; 5p14-p15.3; 5q32-q34; 5q35; 6q16-q21; 6q23-q27; 7p15-p22; 7q31-
q36; 8p21-p23; 8q24.1-q24.3; 9922-q34; 10q25-q26; 11q22-q25; 12q21-q24.3;
13q21-q34; 14q12-q21; 14q22-q32; 15q21-q24; 15q24-q26; 16q24; 17pl2;
17q24-q25; 18ql11.2-q23; 19q13.1-q13.2; 20p11.2-p13; 20q11.2-q13.3; 21q22;
22q11.2-q13; Xp22.1-p22.2; Xq23-q28

1q31-q44; 2p21-p24; 2q31-q37; 3p22-p23; 3926.3-q29; 4p13-p16; 4q31.3-q35;
S5pl4-p15.3; 5q32-q35; 6p22-p24; 6q22-q24; 6q25-q27; 7q31-q36; 8pl2-p23;
8q22-q24.3; 9p21; 9p21-p24; 9q32-q34; 11pl3-pl5; 11q23-q25; 12pll1.2;
12p12-p13; 12q15-q24.1; 13q21-q22; 13q32-q34; 14q32; 15q14-q26; 16q12.1-
q22; 16q23-q24; 17q25; 18q11.2-q22; 19q13.1; 20p12; 20q11.2-q13.3; 21q21-
q22; 22q11.2-q13; Xq21-q23; Xq25-q27

1p31-p32; 1p36.2-p36.3; 1q32-q44; 2p21-p23; 2q32-q37; 3q24-q29; 4pl5.1-
pl15.3; 4q32; 5pl4-p15.2; 5q31-q34; 6q22-q24; 6q24-q27; Tpl15-p21; 7q31-q36;
8p12-p23; 8q23-q24.1; 9q33-q34; 10q23-q26; 11pl4-pl5; 11q23-q25; 12pl2-
pl3; 12q21-q24.2; 13q21-q33; 14q23-q32; 16p12-p13.1; 16q13-q24; 17pl1.2-
pl2; 17q23-q25; 18q12-q23; 21q21-q22; 22q12; Xq25-q28; Yql1.2

1p36.2; 1q32-q42; 1q42-q44; 2pl6-p22; 2p23-p24; 2q34; 2q37; 3p22-p25;
3926.1-q29; 4q32; 4q34-q35; Spl4-pl5.1; 6q22-q23; 6q25-q27; 7q31-q36;
8q23; 9p23-p24; 9q22; 9q31; 9q33-q34; 12pl2-pl3; 12ql5-q24.3; 13q21;
13q33; 15q21-q22; 15q24-q26; 16q22-q24; 17p11.2-p13; 17q24-q25; 18q11.2-
ql2; 18q21-q23; 19q13.2-q13.4; 20q13.3; 21q22; 22q13; Xp21-p22.1; Xq22-
q23; Xq25-q27

1q31; 1q32-q44; 2pl6-p24; 2q31-q37; 3q24-q25; 3q26.1-q29; 4pl13-pl15.3;
4q31.2-q33; 4q35; 5pl4-pl15.3; 5q21-q23; 5q31-q35; 6p22-p23; 6ql6-q27;
Tpl4-p15; 7q21-q36; 8q23; 9p21; 11p13-p15; 11q13-q25; 12q21-q24.1; 13q12-
ql4; 14q22-q31; 15q26; 16pl2-pl13.1; 16ql2.2-q24; 17pll.2; 18pll.2;
18q11.2-q23; 19q13.1-q13.4; 20p12-p13; 20q11.2-q13.1; 21q21-q22; 22q11.2-
ql13; 22q13; Xp21-p22.3; Xq13-q23; Xq25-q28; Ypl11.2

1p34.1-p36.3; 1q31; 1q31-q44; 2pl5-p25; 2q34-q37; 2q37; 3pl2-pl3; 3pl4-
p25; 3q24-q25; 3q26.1-q29; 4pl15.2-pl6; 4q31.3-q35; 5pl4-p15.3; 5q31-q34;
6p22-p25; 6q22-q27; Tpl4-p22; 7q32-q36; 8p21-p23; 8q23-q24.2; 9pl13-p24;
9q22-q34; 10p13-pl14; 10q23-q26; 11p12-pl4; 11p14-pl5; 11923-q25; 12q22-
q23; 13q21-q31; 13q32-q34; 14q923-q32; 15ql5; 15q21-q26; 16ql12.2-q24;
17p11.2-p13; 17q24-q25; 18pl11.2-p11.3; 18ql11.2-q23; 20pl12-p13; 20q12-
ql3.3; 21q21-q22; 22q11.2-q13; Xp21; Xq22-q23; Xq24-q28; Ypll.2-p11.3;
Yqll.2

3q13.1-q21; 3q23-q24; 4q12-q31.1; 5pl12-p13; 5q11.2-q21; 6p11.2-p21.3;
6ql2-ql4; 7pl2; 7qll.2; 8pll.2-pl2; 8qll.2-ql3; 8q21.3; 9pl2-pl3;
10p11.2-p12; 10q11.2-q21; 11p11.2-p13; 11q12-q13; 12p11.2-p12; 12q12-
ql4; 16pl11.2; Xp11.2-p11.4; Xql2-q13

2p11.2-p12; 3q13.3; 3g21; 7q11.2; 8q12-q13; 10q11.2-q22; 11q23; 13q12-
ql3

1p13-p21; 1q21-q24; 2pl11.2-pl12; 2qll.2-ql4.1;
5ql11.2-q12; 7q11.2; 11q12-q13

3pl12; 3q13.1-ql13.3;

Ip12-p13; 1q21-q22; 2p11.2; 2q11.2-24; 3q13.3; 4q21-q22; 4q24; 5q11.2;
5q13-q14; 7q11.2; 8p11.2-p12; 10p11.2; 10q21-q22

3p12; 3q13.3; 7q11.2

1p12-p13; 1q21-q22; 2p11.2-p12; 2q11.2-q13; 4p12; 4q12-q28; 7q11.2-q21;
8q12-q21.1; 10q21



CACSF

CME

CMEIF

CME2F

CME3F

CMEAF

1q32-q44; 2p23; 2q32-q36; 2q37; 3p21-p23; 3q24-q25; 3q25-q27; 3q29; 4pl4-
p15.2; 4931.2-q33; 4q35; 5p14-p15.3; 5q31-q35; 6p21.3-p22; 6p23-p24; 6q23-
q27; Tpl5-p21; 7q21-q36; 8p22; 8q23-q24.1; 8q24.2-q24.3; 9pl2-p13; 9p21;
9p23-p24; 9q21-q34; 11p11.2-p15; 11923; 11q25; 12q21; 12q23-q24.1; 13q12-
ql4; 13q21-q31; 13q33-q34; 14q22-q24; 14q32; 15q12-q21; 15q25-q26;
16p11.2-p13.3; 16ql12.2-q21; 16q23-q24; 17p11.2-p12; 17q21; 17q23-q24;
17q25; 18p11.2; 18ql1.2-q22; 18q23; 20p12-p13; 20ql1.2-q12; 21q21-q22;
22q11.2-q13; Xq24-q25; Xq28; Yql1.2

1q32-q42; 2q34-q37; 3q24; 3q26.1-q26.3; 3q29; 6p23-p24; 6ql4-q27; 7q31-
q36; 8ql3; 8q23; 11pll1.2; 11pl3-pl5; 11q23-q24; 12q21-q24.1; 12q24.3;
13q21-q22; 13q32-q34; 15q11.2-q13; 16q12.2-q21; 16q22-q24; 17q11.2-q12;
18p11.2; 18ql1.2-q22; 19ql3.1; 20ql1.2-q12; 21ql1.2-q22; 22q11.2-ql3;
Xq23-q28

1q32-g41; 1g43; 2p16-p24; 2q32; 2q34-q37; 3p22-p26; 3q25-q29; 4p14-p15.3;
4q31.3-q35; 5pl4-p15.3; 5q33-q34; 6q23-q24; 6q25-q27; 7q22-q36; 8q23;
8q24.2-q24.3; 9922-q34; 10q26; 11q23-q25; 12q24.2-q24.3; 13q12-q14; 13q21-
q34; 14ql12-q13; 14924-q31; 14q32; 15ql12-q22; 15q24-q26; 16ql12.1-q24;
17q24-q25; 18pll.2; 18ql1.2-q23; 19q13.4; 20pll.2-p13; 20qll1.2-q11.3;
21q921-q22; 22q11.2-q12; 22q13; Yp11.2

2pl6-p21; 2p23; 2q32-q33; 3pl12-p13; 3p21; 3q24-q29; 4q32-q35; S5pl4-pl5.2;
5q31-g35; 6q16-q21; 6q22-q23; 6q25-q27; 7q31; 7q34-q36; 8q21.3-q23; 9p21;
9p24; 11pl2-pl5; 12ql4-q21; 13q21-q22; 13q31-q34; 14q21; 14q22-q24;
14q24-q31; 15ql11.2-q12; 15q14-q26; 16pll.2; 16pl2-pl13.1; 16ql12.2-q34;
17p11.2-p13; 17ql11.2-q22; 17q23-q25; 18qll1.2-q23; 20pl11.2-p13; 20ql2-
ql3.3; 12q21-q22; 22q11.2-q13; Xq21; Yp11.2-p11.3

2p22-p23; 2q32; 2q33-q37; 3q24; 3q26.1-q26.3; 3q28-q29; 4p12-p15.1; 4q12-
ql3; 4q22-q24; 4926-q28; 4928-q31.1; 4q32-q33; 4q34-q35; 6q16-q21; 6q23-
q24; 7q36; 8ql1.2-q12; 8q13-q21.1; 8q21.3-q22; 9q22-q31; 11pl4; 11q23-q24;
13q21-q34; 18q21-q23; 21921-q22; Xq25-q26

1921-q22; 2ql2-ql4.1; 3ql3.1-q21; 4q21-q22; 5ql1.2-q13; 12ql12-ql13;
Xql2-ql3

3pl2; 4pl6; 10p14-p15

1p12-p13; 1p31; 1921-q22; 1q23-q31; 10q11.2-q22; 12q13-q14

1p31;2pl11.2

1p31; 1p33-p36.1; 1q23-q25; 6p21.1-p21.3; 10p11.2; 10q11.2-q21; 10q22-
q23; 10925-q26; 12q13; 15922-925

(ACAR) Adenocarcinoma; (AP) Adenoma Pleomorfico; (CAC) Carcinoma Adendide Cistico; (CME) Carcinoma Mucoepidermdide.



ANEXO 6. Ganhos e perdas genomicas recorrentes detectados entre os 27 AP analisados e os genes
candidatos mapeados nestas regides com suas respectivas fungoes.

Alteracoes
comuns Genes candidatos e suas principais func¢ées e/ou processos envolvidos
(casos)
FASLG- sinalizagdo célula-célula; fator de necrose tumoral e regulagdo positiva da cascata
I-kappaB kinase/NF-kappaB; TNFSF18- fator de necrose tumoral; interagdo entre
+laz3 () linfécitos T e células endoteliais; HDGF- diferenciacdo e proliferacdo celular; SELL-
receptor de adesdo; PBX1- sobrevivéncia celular sobre o stress de citocinas
PKPI1- adesdo celular; KISS-1- organizagdo do citoesqueleto e suposto supressor
-1q32 (18) metastatico; JARIDIB- modificacdo da cromatina e suposto supressor tumoral; ELF3-
repressor transcricional
TGFB2- suposto onco-supressor tumoral; DUSP10- regulagdo negativa da sinalizagdo
ledl 16) extracelular via MKP3; MIA3- regulagdo negativa de adesdo e migragao celular
SOCS5- regulacio do crescimento celular; sinalizagdo de vias mediadas por citoquinas e
2p21 {17) sinalizagdo intracelular; ECAM- adesdo celular; PRKCE- regulacdo da apoptose
TMEFF2- func¢oes moleculares e suposto supressor tumoral; STATI- transdugdo de sinal e
293216) ativag@o de caspases
323 (14) SATB1- remodelamento da cromatina e regulacio da transcricdo; SMARCCI-

remodelamento da cromatina e regulacéo da transcrigcao

-4p15.1-p15.3 (14)

KCNIP4- transporte de ions; QDPR- participa de processos catabdlicos de aminodcidos;
RBPJ- recombinacdo do DNA e regulagdo negativa da transcri¢do; ANAPC4- ciclo celular

e divisdo celular

-5p12-p13 (14)

FBXO04- processos catabdlicos e ubiquitina¢do de proteinas; PRKAAI- transdugdo de sinal
e ativacdo de MAPKs; DAB2- proliferacdo celular

PRLR- transducdo de sinal e ativagdo de células T; CDH9- adesdo celular; PRDMY-

-5pl14 (18)

modificacdo da cromatina e meiose

MAPIB- formagdo de microtibulos e interagdo com o supressor tumoral p53; RASAI-
5q13 (15) cascata de sinalizac@o intracelular; regulagdo negativa da adesdo celular e da adesdo da
-q

matriz extra-celular; PIK3RI- regulacdo da apoptose; regulacdo da adesdo celular;

regulacdo da migracdo celular e transducao de sinal

-6q16-g21 (16)

TSGI- candidato a supressor tumoral; MED23- regulagdo da transcricdo e suposto
supressor de metastase; WISP3- sinalizagdo célula-célula; regulacio do crescimento celular

€ suposto supressor tumoral

-6q24 (20)

HYMAI- regulacio da expressdo do transgene humano (HYMAI/PLAGLI), SASHI-

regulacdo negativa do ciclo celular e suposto supressor tumoral

-6¢25 (16)

PLAGLI- parada do ciclo celular; indu¢cdo da apoptose e suposto supressor tumoral;

WTAP- regulacdo do ciclo celular e processamento de RNA

+7q11.2 (11)

TBL2- processos bioldgicos e vias de sinalizag@o intracelular; FGL2- transducdo de sinal;

inducdo da angiogénese e metdstase tumoral via inducdo de citoquinas

-7q31 (20)

PPPIR3A- processos metabdlicos de carboidratos e glicogénios; CAVI- regulacdo




negativa da cascata Ras-p42/44 MAP e suposto supressor tumoral; POTI- manutencdo dos

telomeros

-7q34-q36 (16)

CASP2- regulacdo da apoptose; AKRIBI- suposto supressor tumoral; DNAJBG6- regulacio

negativa de caspases e retardo do crescimento tumoral

-8¢24.1-q24.2 (17)

RAD21- reparo de danos ao DNA; ciclo celular e divisdo mitdtica; KHDRBS3- regulacdo

da atividade da telomerase

PARPI0- controle da proliferacdo celular via inibi¢do de c-Myc; NDRGI - suposto papel na

-8q24.3 (14)

progressao tumoral via p53

MTAP- participa de processos metabdlicos de nucleotideos; CDKN2A- parada do ciclo
-9p21 (16) celular e suposto supressor tumoral; TOPORS- regulacdo negativa do ciclo celular e

suposto supressor tumoral

-9932-q34 (15)

DEC1- regulacdo negativa do ciclo celular e da proliferagdo celular e suposto supressor
tumoral; DBCI- parada do ciclo celular; morte celular e regulagdo negativa do ciclo
celular; TLR4- participa da cascata I-kappaB kinase/NF-kappaB e da resposta imune;
GSN- motilidade celular e regulacdo do citoesqueleto; DAB2IP- regulacdo negativa do

ciclo celular e suposto supressor tumoral

+11q12 (11)

RABIB- transporte protéico e transdugdo de sinal; MEDI19- regulacdo da transcri¢do;
PRPF19- sobrevivéncia celular e reparo do DNA; TUTI- controle expressdo génica e da
proliferacdo celular; MARK2- TNKS1BP1- manutengdo de
teldmeros; FENI- reparo do DNA

diferenciacdo celular;

-11q23-q25 (17)

TAGLN- suposto papel na progressdo tumoral; ILIORA- regulacdo negativa de expressiao
de TMP-1 e inibi¢do do crescimento tumoral; TRIM29- promotor da transcricio de RNA
pol II

-12p13 (14)

CDKNIB- parada do ciclo celular; regulagdo negativa da proliferacdo e do crescimento
celular tumoral; CCND2- transi¢do G1-S do ciclo celular mitético; divisdo celular e
regulagdo do ciclo celular; ING4- apoptose; parada do ciclo celular; regulacdo negativa do

ciclo celular e da proliferacdo celular e candidato a supressor tumoral

-12q21-q24.1 (20)

PAWR- regulacdo negativa da proliferacdo celular e suposto supressor tumoral, SOCS2-
supressor da tumorigénese; CRADD- regulacdo da apoptose e indugdo da morte celular;
APAF1- ativagdo de caspases; IKIP- papel pro-apoptético via p53; SART3- processamento
do RNA e fun¢do de antigeno de rejeicdo ao tumor; PRKABI- inibicdo do crescimento

celular tumoral

-12q24.2-q24.3
"

HRK- regulacio da apoptose e modulagdo da progressao tumoral; SUDS3- modificacio da
cromatina e regulacdo da transcricdo; NOS1- neurotransmissio; atividade antimicrobial e
antitunoral; KSR2- cascata de sinalizag@o intracelular; regulacdo negativa de via de
sinalizagdo NF-KappaB; SIRT4- regulagdo de proteinas intracelulares com atividade

mono-ADP-ribosiltransferase; HIPIR- participa de processos bioldgicos

-13q21-q22 (18)

PCDHS8- adesdo celular e sinalizacdo célula-célula; PCDHY9- adesdo celular; EDNRB-
participa de processos de sinalizacdo de proteinas G e quimiotaxia de macréfagos;

UCHL3- regulacdo e ciclagem de ubiquitininas e regulagdo do ciclo celular




-14q24 (18)

MLH3- reparo do DNA; ENTPDS5- funcio de hidralase e nucleotideo fosfatase

-15q24 (15)

AKAPI13- processos biolégicos e sinalizagdo intracelular; BCL2A1- regulagdo da apoptose;
SIN3A- regulagdo da transcricdo; NEILI- reparo de excisdo de bases e nucleotideos e

resposta a stress oxidativo

-16¢22-q24 (18)

CDH1- adesdo celular e papel de supressor tumoral; ZFHX3- repressor da transcricdo e
suposto supressor tumoral; WWOX- regulagdo negativa do ciclo celular e suposto
supressor tumoral; OSGINI- diferenciacdo celular e inibi¢do do crescimento celular

tumoral; FBXO031- suposto supressor tumoral

-17g25 (14)

EVPL- desenvolvimento da epiderme; queratinizacio e atividade de estrutura molecular;
TIMP2- regulagdo negativa da proliferagdo celular e regulagdo da cascata MAPKKK;
SOCS3- anti-apoptose; cascata de sinalizagdo intracelular; regulacdo negativa da
diferenciacdo celular e do crescimento celular; SLC9A3R1- candidato a supressor tumoral;

CYGB- candidato a supressor tumoral

-19q13.1-13.2 (18)

CEBPA- sinalizacdo de citoquinas e diferenciacio de células mieldides; SPINT2-
motilidade celular e suposto supressor tumoral; CEACAMS5- regulacdo da apoptose e

suposto supressor metastitico; CAPN12- apoptose; divisdo celular e modulagdo integrinas-

citoesqueleto

BFSPI- participa de processos bioldgicos; PAK7- fungdo anti-apoptdtica
-20p12 (18)

ADAM33- interagdo célula-célula e célula-matriz extracelular; FKBPIA- imunoregulagio;
-20p13 (15) AVP- sinalizacdo célula-célula; transducdo de sinal e vasoconstricio; CDC25B- regulacdo

da divisao celular

20q11.2-q12 (16)

RBLI1- regulagdo negativa do ciclo celular e suposto supressor tumoral; DSN1I- participa de

ciclo celular; divisdo celular e segregacdo cromossdmica

20q13.1-q13.2
(r7)

PTGIS- biossintese de prostaglandinas; YWHAB- sinalizacdo mitética e regulacdo ciclo
celular; TSHZ2- regulagdo da transcricdo; CDH22- adesdo celular; CEBPB- resposta

imune e inflamatéria

-22q13 (17)

CBX7- regulagdo da transcricdo; ST'13- candidato a supressor tumoral; SSTR3- sinalizacio
célula-célula; transducdo de sinal e regulacdo negativa do ciclo celular; HDACI10-
modificacio da cromatina e regulacdo da transcri¢do; FBLNI- candidato a supressor
tumoral; EP300- apoptose; ciclo celular e suposto supressor do crescimento celular

tumoral

Xq22 (17)

ARMCXI- manutengdo dos tecidos e suposto supressor tumoral; TCEALI- regulagdo
negativa da transcri¢do do promotor de RNA pol II; ESX1- regulacdo do ciclo celular e da

transcricdo em células humanas

-Xq23-q25 (18)

PLS3- reparo de danos ao DNA; CUL4B- reparo de danos ao DNA; participa do ciclo

celular e de processos metabdlicos

(-) perda da regido; (+)

detectada.

ganho da regido; entre paréntesis estdo apresentados os nimero de casos em que a alteragdo foi




ANEXO 7. Alteragdes cromossOmicas recorrentes detectadas entre os 11 TW analisados e os
genes candidatos mapeados nestas regides com suas respectivas fungoes.

Alteracoes
comuns Genes candidatos e suas principais fun¢oes e/ou processos envolvidos
(casos)
RADS54L- suposto oncogene ou supressor tumoral dependendo do contexto e do tipo de tumor
estudado; CDKN2C- parada do ciclo celular e suposto supressor tumoral; ZFYVEY-
-1p3(21-0p)34.3 translocacdo nuclear de SMAD e participa da via de sinaliza¢do do TGFBI; FAF1- participa de
processos de morte celular programada; LAPTMS- participa de processos de transporte;
HDACI- anti-apoptose e modificacdo da cromatina
-1g21 (10) TXNIP- regulagdo do ciclo celular
TGFB2- suposto oncogene ou supressor tumoral dependendo do contexto e do tipo de tumor
-1g41 (11) estudado; DUSPIO0- regulacdo negativa da sinalizacdo extracelular via MKP3; MIA3-
regulacdo negativa de adesdo e migracdo celular
SMC6- recombinagio e reparo do DNA; SDCI- sinalizagdo, proliferacdo e migragdo celular;
-2p24 (10)
RHOB- regulagao negativa do ciclo celular e suposto supressor tumoral
FHIT- replicacdo do DNA; processos metabdlicos de nucleotideos; regulagdo negativa do ciclo
-3p14 (10) celular e suposto supressor tumoral; FOXPI- regulacdo da transcri¢@o e candidato a supressor
tumoral; ILI7RD- proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular
-3921-925 ATR- checkpoint do ciclo celular requerido para a parada do ciclo celular e reparo de danos ao
(10) DNA; RNF7- funcdo anti-apoptdtica
KCNIP4- transporte de {ons; QDPR- participa de processos metabdlicos de aminodcidos;
-4p1(51.§)-p16 HTRA3- regulacdo do ciclo celular e suposto supressor tumoral; MAEA- adesdo celular e

regulacdo do ciclo celular

+4q22-q23 (4)

MAPKI10- regulagdo da proliferacdo e diferenciacio celular; regulacdo da transcri¢do e cascata
JNK; SMARCADI- regulacdio da transcri¢do; modificagdo da cromatina e processos
metabdlicos de nucleotideos; MMRNI- adesdo celular e coagulagdo sanguinea; PDLIMS-
organizacdo do citoesqueleto; especificagdo de linhagens celulares; interagdes célula-célula e

suposto papel na oncogénese

+4q25 (4)

EGF- replicagio do DNA; ativagdo das MAPKKs; angiogénese e fator de crescimento

epidermal; CCNA2- ciclo celular; divisdo celular; mitose e proliferacdo celular tumoral

-4q31.2-q34
(10)

FBXW?7- fator de transcri¢do e suposto supressor tumoral; SFRP2- diferenciacdo celular;
LRAT- funcido de transferase; CASP3- fragmentagdo do DNA durante a apoptose e regulacdo
da proliferacdo de células B e T; HPGD- regulacdo negativa do ciclo celular e suposto

supressor tumoral

+5q21 (4)

FER- cascata de sinalizag@o intracelular; fosforilacdo de proteinas; progressdo do crescimento
de células tumorais; HSD17B4- processos metabdlicos de lipideos; oxirredugdo e carreador de
esterdides; ST8SIA4- glicosaminacdo de proteinas aminodcidas; processamento de N-glicans e

processos metabdlicos de oligossacarideos

-5q31-q35
(10)

CTNNAI- adesdo celular e regulacdo da apoptose; TGFBI- regulacdo negativa da adesdo
celular e proliferacdo celular; IRFI- regulagdo negativa do ciclo celular e participa da via do

TGFBI; ABLIM3- organizagdo do citoesqueleto; GABRP- transporte de fons; SLIT3-




diferenciacdo celular e participa da via de supressao da tumorigénese

+7q11.2 (4)

TBL2- processos biolégicos e vias de sinalizagdo intracelular; FGL2- transdugdo de sinal e

indugdo da angiogé€nese e metdstase tumoral via indugdo de citoquinas

-7q33-q36
(10)

NDRGI1- suposto supressor metastitico; CASP2- regulagdo da apoptose; AKRIBI- suposto

supressor tumoral; DNAJBG6- regulagcdo negativa de caspases e retardo do crescimento tumoral

-8q23-q24.3
(10)

RAD21- reparo de danos ao DNA; ciclo celular e divisdo mitética; KHDRBS3- regulacdo da

atividade da telomerase

9p12 (10)

SMUI1- Participa de processos de supressio de mec8 e homologo unc-52

-9p21-p23
(10)

MTAP- participa de processos metabdlicos de nucleotideos; CDKN2A- inibicdo do ciclo
celular; CDKN2B- suposto supressor tumoral; TOPORS- regulagido negativa do ciclo celular e
candidato a supressor tumoral; TUSCI- suposto supressor tumoral; SH3GL2- transducio de
sinal e suposto supressor tumoral; PTPRD- sinalizag@o de receptores transmembrana e suposto

supressor tumoral

-9¢22-q34
(10)

GADD45G- reparo do DNA e suposto supressor tumoral; TGFBRI- regulacido do crescimento
e proliferacdo celular e participa da via do TGFBI; WNK2- fosforilagdo de proteinas

aminoécidas e regulag@o do crescimento celular tumoral

-10g22-q25
(10)

VCL- adesdo celular; motilidade celular e regulacdo negativa da migracdo celular; NFKB2-
fun¢do pré-apoptética e suposto supressor tumoral; DNMBP- participa da cascata de
sinalizag@o intracelular; TRIMS- participa de processos bioldgicos e tem suposto papel de
inibidor do crescimento tumoral; MXI1- regulacdo negativa da proliferacdo celular e suposto

supressor tumoral

+11q12 (4)

RABIB- transporte protéico e transdugcdo de sinal; MEDI9- regulacio da transcricdo;
PRPF19- sobrevivéncia celular e reparo do DNA; TUTI- controle expressdo génica e da
proliferacdo celular; MARK2- diferenciacio celular; TNKSIBPI- manutengdo de teldmeros;
FENI- reparo do DNA

11q23-q25
(10)

IL10RA- regulacdo da expressdo de TMP-1, que tem papel na inibi¢cdo do crescimento tumoral;

TRIM?29- fator de transcri¢do; OPCML- adesdo celular e suposto supressor tumoral

-12q13-q14
(10)

MYOIA- organizagdo das projecdes celulares e localizacdo de vesiculas; SMARCDI-
remodelamento da cromatina e regulagdo da transcri¢do; SMARCC2- remodelamento da
cromatina; fator de transcri¢do; LRPI- proliferacdo celular; endocitose e processos metabdlicos

de lipideos

-12q21 (10)

PAWR- regulagio negativa da proliferacdo celular e suposto supressor tumoral

-12q22-q24.2
(1)

SOCS2- supressor da tumorigénese; CRADD- regulacido da apoptose e inducdo da morte
celular; APAFI- ativacdo de caspases; IKIP- papel pré-apoptdtico via p53; SART3-
processamento do RNA e funcdo de antigeno de rejeicdo ao tumor; PRKABI- inibicdo do
crescimento celular tumoral; HRK- regulacido da apoptose e modulag@o da progressao tumoral;
SUDS3- modificacdo da cromatina e regulacdo da transcricdo; NOSI- neurotransmissio;
atividade antimicrobial e antitunoral; KSR2- cascata de sinalizac¢@o intracelular; regulagdo

negativa de via de sinalizacdo NF-KappaB

-12924.3 (10)

SIRT4- regulacdo de proteinas intracelulares com atividade mono-ADP-ribosiltransferase;




HIPIR- participa de processos biolégicos

-14q24-q32
(10)

MLH3- reparo do DNA; ENTPDS- funcio de hidralase e nucleotideo fosfatase; SERPINA4-

inibi¢do do crescimento celular; DICERI- processamento de RNAi

-15922-q24
(10)

MAP2KI- regulagdo da proliferacdo de células tumorais; estd envolvido na via do TGFBI,

atuando na ativacdo das ERKs

-16p11.2-
p13.3 (10)

HS3ST2- atividade de transferase e sulfotransferase; ARHGAP17- transdugdo de sinal e atua
nas juncdes celulares; RBBPG6- supressor da proliferacdo celular; METTLY- proliferacdo
celular; GSPT1- transicdo G1-S do ciclo celular; ICAMS- adesdo célula-célula; ADAMTS10-
fun¢des moleculares; CREBBP- regulacio da progressdo do ciclo celular e participa da via do

TGFBI; AXINI- regulacdo negativa da via de sinalizagdo de WNT/ e inducdo de apoptose

-16q12.1-q24
(11)

CIAPINI- regulacdo da apoptose e inibicdo da proliferacdo celular tumoral; E2F4- oncogene
ou supressor tumoral dependendo do contexto e tipo de tumor estudado; CTCF- regulacdo
negativa do ciclo celular e suposto supressor tumoral; CDHI- molécula de adesdo que atua
como supressor tumoral; ZFHX3- repressor da transcricdo e suposto supressor tumoral;
WWOX- regulagdo negativa do ciclo celular e suposto supressor tumoral; OSGINI-
diferenciac¢@o celular e inibicdo do crescimento celular tumoral; FBXO03I- suposto supressor

tumoral

-17p11.2-p12
(10)

MAP2K4- cascata JNK e transducdo de sinal; LLGLI- manutencio da polaridade celular;
ADORA2B- cascata JNK; ativacdo da atividade de MAPK; resposta de defesa celular e inibicdo

do crescimento celular tumoral

-17q11.2-q25
(1)

RAMP2- transporte de proteinas; PCGF2- regulagdo negativa da transcri¢do e apoptose e
suposto supressor tumoral; PPPIRIB- transdugdo de sinal e transcri¢do e suposto supressor
tumoral; BRCAI- reparo do DNA e checkpoint do ciclo celular; MAP3K14- fosforilacdo de
protefnas aminodcidas; NMEI- supressor metastitico; AXIN2- regulacdo negativa da
proliferacdo celular e da via de sinalizagcdo do receptor WNT; PRKARIA - transdugdo de sinal;
regulagdo da transcricdo e suposto supressor tumoral; GNA13- migra¢do e motilidade celular;
TIMP2- regulacio negativa da proliferagdo celular e regulacdo da cascata MAPKKK; SOCS3-
anti-apoptose; cascata de sinalizagdo intracelular; regulacdo negativa da diferenciacdo celular e
do crescimento celular; SLC9A3R1- candidato a supressor tumoral; CYGB- candidato a

supressor tumoral

“18pll.2-
pl1.3 (11)

IMPA2- transdugdo de sinal; TGIF1- corepressor da transcricao e fator de transcri¢do

-18q12-q23
(10)

CDH19- caderina de adesdo que deletada contribui para a invasdo tumoral; SMAD4- inibicdo
do ciclo celular; SERPINBS5- motilidade celular; DCC- regulagdo negativa do ciclo celular e
suposto supressor tumoral; CDH19- adesdo celular e invasdo tumoral; PARD6G- ciclo celular

e divisdo celular

-19p13.1-
p13.3 (10)

COL5A3- adesdo celular e adesdo da matriz extracelular; PRKACA- molécula cAMP
importante numa variedade de funcdes celulares; CASPI4- funcdo apoptdtica; TNFSF9-
apoptose; proliferacdo celular e sinalizacdo célula-célula; MATK- transducdo de sinal e

regulagdo da proliferacdo celular; STK11- ciclo celular e regulacdo negativa da proliferagao




celular

-19q13.1-
q13.4 (11)

CEBPA- participa de vias de sinaliza¢cdo mediadas por citoquinas; SPINT2- motilidade celular;
CEACAMS- regulagdo da apoptose; TGFBI- controle da diferenciacdo e proliferacio celular;
CAPNI2- apoptose, divisdo celular, interagdes da modulacdo integrinas-citoesqueleto e
plasticidade sindptica; DPF1- inducdo da apoptose; regulacdo da transcricdo dependente de
DNA e transcri¢do; FCGRT- resposta imune; ERCC2- reparo a danos do DNA; SUPT5H-

ciclo celular e remodelamento da cromatina

20p11.2-p13
(11)

BFSPI- constituinte do citoesqueleto e participa de processos biolégicos; PAK7- fungdo anti-
apoptética; FKBPIA- receptor de TGFBI e regulacdo negativa do crescimento tumoral;
ADAM33- interagdo célula-célula e célula-matriz extracelular; FKBPIA- imunoregulacio;
AVP- sinalizagdo célula-célula; transdugdo de sinal e vasoconstricdo; CDC25B- regulagdo da

divisdo celular

220q13.1-
q13.3 (10)

PTGIS- biossintese de prostaglandinas; OGFR- regulagdo do crescimento celular; PMEPAI-

parcitipa da via de sinalizacdo de andrégenos; GATAS- regulagdo da transcricio

-21q22 (10)

TFF2- participa de processos de digestdo; RUNXI- suposto supressor tumoral; TMPRSS2-

fung¢do de peptidase

22q11.2-q13
(10)

MEDI15- regulagdo da transcricdo e candidato a supressor tumoral; SMARCBI- regulacdo da
transcricdo; regulacdo negativa do ciclo celular e candidato a supressor tumoral, TIMP3-
inibicdo do crescimento tumoral e metdstase; NF2- regulagdo negativa da adesdo célula-célula
e célula-matriz e suposto supressor tumoral; XBPI- resposta imune e regulacio da transcrigdo;
SECI4L2- regulacdo da transcrigdo; DRGI- candidato a supressor metastitico; CBX7-
regulacdo da transcri¢do; ST'13- candidato a supressor tumoral; SSTR3- sinalizag¢do célula-
célula; transducdo de sinal e regula¢do negativa do ciclo celular; HDACI0- modificagdo da
cromatina e regulacdo da transcricdo; FBLNI- candidato a supressor tumoral; EP300-

apoptose; ciclo celular e suposto supressor do crescimento celular tumoral

(-) perda da regido; (+) ganho da regido; entre paréntesis estd incluido o nimero de casos em que a alteragdo foi observada.







