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RESUMO

Os sarcomas de partes moles (SPM) sdo neoplasias raras, representando
cerca de 1% do total das neoplasias. E com prognadstico ruim. Varias dificuldades
sdo constatadas no tratamento dos SPM com tamanhos maiores que 5 cm, alto
grau histolégico, localizacdo no tronco e presenca de metéstases. Estudos de
imuno-histoquimica demonstram uma possivel correlacdo entre o prognostico dos
SPM e a imunodeteccdo de p53, porém, nenhuma investigacdo acerca desta
correlacdo foi desenvolvida no Brasil. O objetivo deste estudo foi investigar as
possiveis correlacdes entre a deteccdo imuno-histoquimica da proteina p53 e o
prognostico de SPM em amostras obtidas de 104 pacientes adultos, atendidos no
Hospital Aradjo Jorge da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias de 1996 a
2000. Nosso estudo demonstrou a imunodeteccdo de p53 em 41 dos casos de
SPM (39,4%), dos quais o fibrossarcoma foi o tipo histologico com maior
imunodeteccéo (29,2%), seguido do leiomiossarcoma (19,5%). Nenhuma relacao
estatisticamente significativa foi demonstrada entre a imunodetec¢éo de p53 e os
aspectos clinicopatologicos estudados. A imunodeteccdo de p53 revelou indices
de marcacao superiores a 50% em 32 casos (78%) e inferiores a 50% em 9 casos
(22%). A sobrevida em cinco anos foi maior para os pacientes cuja imunodeteccao
da proteina p53 foi negativa (50,06%), quando comparados aqueles nos quais a
imunodeteccéo foi positiva (39,9%). Entretanto, a diferenga entre os dois grupos
nao teve significAncia estatistica (p=0,279). A investigacdo do papel progndstico
da proteina p53, no presente estudo, evidenciou que indices de marcacdo
superiores a 50% das células tumorais associaram-se de forma inversa com a
sobrevida em cinco anos (85,7% vs 28,3%) (p= 0,015). Este parametro pode ser
atil como fator prognéstico para os SPM e devera ser melhor avaliado em futuros
estudos prospectivos multicéntricos, tendo em vista sua potencial influéncia em

decisOes terapéuticas.
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ABSTRACT

Soft tissue sarcomas are rare neoplasms, usually with dismal prognosis,
that account for 1% of all malignancies. Several challenges are described for their
management, specially when the tumor is larger than 5cm, with high histological
grade, trunk localization and presenting metastasis. Immunohistochemical data
demonstrate a possible prognostic role for the immunodetection of p53 protein, but
any Brazilian study has ever been carried out on this assumption. The goal of the
present study was to investigate the possible association between the
immunodetection of p53 protein and prognosis in a group of 104 adult patients with
soft tissue sarcoma assisted at the Hospital Aradjo Jorge, Associacdo de Combate
ao Cancer em Goias from 1996 to 2000. Our study demonstrated that 41 cases
(39.4%) had positive immunodetection of p53 protein, of whom, fibrosarcoma was
the histological type with the higher immunodetection rate (29.2%), followed by
leiomiosarcoma (19.5%). No statistically significant association was demonstrated
between immunodetection of p53 and clinical-pathological features. The
immunodetection of p53 protein in tumor cells revealed a labeling index higher than
50% in 32 cases (78%), and lower than 50% in 9 cases (32%). The 5-year survival
rate was higher for patients with negative p53 immunodetection (60.6%), when
compared with those with positive immunodetection (39.4%), however, the
difference between the two groups was not statistically significant (p=0.279). The
prognostic role of the p53 protein in the present study revealed that a labeling
index higher than 50% was significantly associated with a lower 5-year survival
rate (85.7% vs 28.3%) (p= 0.015). This parameter should be useful as a prognostic
factor for soft tissue sarcoma, and should be better investigated in larger multi-
institutional prospective studies, justified by its potential influence in therapeutic

decisions.
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INTRODUCAO

1 - SARCOMAS DE PARTES MOLES
1.1- Epidemiologia

Os Sarcomas de Partes Moles (SPM) sédo neoplasias raras, oriundas
dos tecidos mesenquimais primitivos’ e estdo localizados entre a epiderme e

as viceras, excluindo os 0ssos.

Os SPM em geral, sdo altamente agressivos, com progndstico
desfavoravel dependendo da localizacéao, tipo histolégico, tamanho da leséo,
grau histolégico, presenca ou ndo de metastases, invasao
extracompartimental, invasdo neural, linfatica e vascular, excisdo local,
marginal ou intralesional, idade avancada e a ndo realizacdo da radioterapia
nos casos com margens inadequadas®2°.

Partes moles sao definidas como tecido nédo epitelial extra-esquelético
incluindo musculos, vasos sangiineos, vasos linfaticos, tecido adiposo e
estruturas fibrosas de suporte, originando principalmente do mesoderma,
com alguma contribuicdo neuroectodérmica®. Os SPM podem se originar em
gualquer area do corpo, sendo que 40% ocorrem em membros inferiores e
cintura pélvica, 20% em membros superiores e cintura escapular, 20% em
regiao retroperitoneal e intraperitoneal, 10% em tronco e 10% em cabeca e

pescoco’.

Os SPM séao responsaveis por 1% do total de pacientes com cancer
no mundo. Aproximadamente, 8700 novos casos s&o diagnosticados
anualmente nos Estados Unidos e cerca de 1500 no Reino Unido*. Segundo

os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), os sarcomas Ssao
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encontrados em todas as faixas etarias, apresentando uma incidéncia de 0,7
a 1,0% dentre todas as neoplasias®®. Em Goiania segundo o RCBPGO de
1996 a 2000* a incidéncia no sexo masculino foi de 1,78 por 100.000
habitantes, equivalendo a 0.72% do total das neoplasias do sexo masculino.
No sexo feminino, 2,21 por 100.000 habitantes, correspondendo a 0.82% das
neoplasias das mulheres. O aumento da incidéncia global dos sarcomas
pode ser justificado pelo aumento da associacdo do Sarcoma de Kaposi e
Sindrome de Imunodeficiéncia Adiquirida (AIDS)*°. A incidéncia
relativamente baixa, a diversidade histopatoldgica, a variedade de sitios
anatémicos e o comportamento biolégico fazem destes tumores entidades de
dificil compreensao diagnostica.Mais de 50% dos pacientes diagnosticados
com sarcomas de partes moles vao a Obito em decorréncia da doenga num
periodo de 5 anos. Quando diagnosticados em estégios iniciais, o indice de

cura é alto, mas na doenca metastética, a cura é rara™®.

A sobrevida dos pacientes portadores de sarcomas de partes moles
varia de acordo com tipo histoldgico. As taxas de sobrevida global em 5 anos
para os estagios |, Il, lll e IV sdo de aproximadamente 90, 70, 50 e 10 - 20%,
respectivamente, modificadas de acordo com o tipo histoldgico, localizagéo,

tamanho, grau e outros fatores inerentes ao tumor™.

As baixas taxas de incidéncias, o grau de malignidade e a
localizacdo do tumor sdo fatores que contribuem para o retardo do
diagnéstico e para condutas terapéuticas inapropriadas. Em consequéncia,

tem-se uma menor taxa de cura, de sobrevida e de qualidade de vida®.
1.2- Etiologia

Existem poucos relatos de fatores etioldégicos relacionados a
carcinogénese dos sarcomas. Porém, alguns fatores de risco sdo bem
estabelecidos, como o linfedema cronico pés-mastectomia associado ao
angiossarcoma (Sindrome de Stewart-Treves); neurofibromatose do tipo 1,

com um risco de 10% para o desenvolvimento de tumor maligno de bainha
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de nervo periférico; o retinoblastoma hereditario ocasionado pela mutacao
germinativa do gene RB1 aumentando o risco relativo no desenvolvimento de
osteossarcoma e SPM, tendo um efeito sinérgico em pacientes submetidos a
radioterapia’®. Sarcomas tém sido também descritos em pacientes com

sindrome de Li-Fraumeni, que € causada por uma mutacdo de linhagens
germinativas do gene supressor TP53".

Os SPM podem se desenvolver de 3 a 15 anos, ap0s o tratamento
radioterapico do linfoma, cancer cervical, tumor de testiculo ou cancer de
mama. No entanto, os beneficios da radioterapia para o tratamento das
condi¢cdes citadas sobrepdem em muito o risco relativo do desenvolvimento

de sarcomal*.

Uma alta proporcéo (58%) de SPM radioinduzidos exibe uma mutagéo
de inativacdo soméatica de um alelo do gene TP53, sistematicamente
associado com a perda do outro alelo. A alta frequiéncia (52%) de pequenas
delecdes observadas no padrdo de mutagdo dos SPM radioinduzidos pode

estar relacionada com a quebra do DNA induzida pela irradiacao®.

Os SPM séao esporadicos raros e de etiologia desconhecida, poucos
tém uma causa identificavel. Existe certa associacdo entre infeccdes virais,
notadamente com o virus Epstein-Barr (EBV), encontrado em células de
leiomiossarcoma de criangas portadoras do virus da AIDS. O EBV parece
nao exercer papel na carcinogénese do leiomiossarcoma em pacientes nao
portadores do virus da AIDS*. O herpes virus humano tipo 8 desempenha
um papel chave no desenvolvimento do sarcoma de Kaposi, cujo curso

clinico é dependente do estado imunolégico do paciente®®.

A exposicao a carcindbgenos quimicos, tais como, herbicidas contendo
acido fenolacético, clorofendis e seu contaminante, a dioxina, tem sido
descrita em estudos suecos como responsavel pelo aumento na incidéncia

de sarcoma de partes moles em lenhadores e trabalhadores da agricultura®®.

1.3- Aspectos Clinicos e Critérios Para Diagnéstico
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Os SPM néo apresentam sintomas clinicos especificos para o
diagnostico. O achado mais comum é de uma massa indolor de crescimento
gradual. O tamanho do tumor no momento do diagndstico varia de acordo
com a localizagcdo. Tumores distais dos membros e de cabeca e pescog¢o sao
geralmente menores devido a possibilidade de serem notados mais
precocemente, enquanto que tumores da coxa e do retroperitbneo podem
atingir grandes dimensdes até serem detectados. SPM se expandem de uma
maneira centrifuga, infiltrando a pseudocapsula tumoral e estruturas
adjacentes Desta maneira, podem apresentar sintomas sitio-dependentes,
tais como, parestesia, dor, edema distal ou sintomas relacionados aos

6rgéos intra-cavitarios®.

O crescimento dos SPM varia com a agressividade do tumor.
Sarcomas de baixo grau podem evoluir por um longo periodo e serem
confundidos com tumores benignos, especialmente lipomas. Tal situacao
pode levar a uma demora do paciente na procura por centros especializados.
A identificacdo dos SPM requer exame clinico apurado, exames de imagem e
analise histopatologica. Os exames de imagem sdo usados para definir o

tamanho do tumor e a sua relacédo com as estruturas adjacentes®’.

Radiografias convencionais séo utilizadas para descartar neoplasias
0sseas e detectar calcificacdes caracteristicas de osteossarcomas de partes
moles ou sarcoma sinovial. A tomografia computadorizada do térax (TC) é
essencial para a deteccdo de metéstases pulmonares. A tomografia
computadorizada contribui ainda para identificar tumores intrabdominais, tais
como o lipossarcoma, o0 mais comum dos tumores retroperitoneais.
Entretanto, as imagens multiplanares obtidas pela ressonéncia nuclear
magnética (RNM), que possibilitam melhor definicdo anatdbmica, sao
preferiveis no diagnéstico dos SPM de extremidades. O uso combinado de
(RNM) e TC permite a aquisicdo de imagens mais rapidas e com melhor
resolucdo espacial’®.  Adicionalmente, a utilizacdo do gadolinio na
ressonéancia nuclear magnética (RNM) promove uma identificagcdo melhor do

tumor viavel comparado com os tecidos reacionais vizinhos. Uma metanalise
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recente com resultados da tomografia por emissdo de pdsitrons (PET),
utilizando a fluorodesoxiglicose (F18) concluiu que o uso rotineiro desta
técnica € injustificado. Informac¢des da combinacdo funcional obtidas pelo
PET, com detalhes anatémicos da tomografia computadorizada®® ou
ressonancia nuclear magnética?®, podem promover o aumento do uso
combinado destas técnicas agregam valor e resolutividade no diagndstico por
imagens do SPM. Ressonancia nuclear magnética (RNM) por espectroscopia
pode ser Gtil em algumas circunstancias, como quando se quer avaliar um

paciente que foi submetido a quimioterapia antes da resseccdo ser

realizada®"

A confirmacdo diagndstica dos SPM € feita por meio de analise
histopatoldgica (Figura 1). A biopsia percutanea com agulha grossa (core
biopsy) € um procedimento seguro e efetivo e pode ser realizado com
anestesia local em pacientes ambulatoriais com tumores em membros
superiores e inferiores. O sitio da bidpsia deve ser escolhido de maneira que
se situe na area de uma possivel subsequente ressec¢cao em bloco do tumor.
O subtipo e o grau do tumor podem ser determinados em 80% dos casos
submetidos a esse procedimento? %, Patologistas experientes em examinar

SPM tém certeza diagndstica em 95 - 99% dos casos.




Figura 1. Fotomicrografia de corte histologico mostrando SPM corado por
hematoxilina e eosina. (340x) Crédito: Dr. Elbio Candido de Paula.

Os chamados tumores de células redondas pequenas
(rabdomiossarcoma  embrionario, sarcoma  de Ewing, Tumor
Neuroectodérmico Primitivo e linfoma) podem ser identificados em biopsias
por agulha grossa, permitindo o tratamento de indugdo ndo cirargico
(Quimioterapia e/ou Radioterapia). Atualmente, a bidpsia incisional &€ menos
comum do que biépsia por agulha®”®. Em maos inexperientes, bidpsias
incisionais apresentam taxas de complicacbes maiores que bidpsias por
agulha®® e devem ser realizadas apenas em circunstancias excepcionais por
cirurgibes experientes que planejam a resseccdo definitiva. Analises
citolégicas de aspirados por agulha fina podem ser utilizadas para

diagnéstico de doenca recidivada®*®

e metastases linfonodais. Independente
de como o material da biopsia € obtido, este deve ser avaliado por um

patologista especialista em doencas do tecido conjuntivo®.

Se 0s exames de imagem sugerem um tumor retroperitoneal com
possibilidades de ressecc¢do, a bidpsia ndo deve ser realizada, devido ao
potencial de disseminacdo transperitoneal e implantes de trajeto %°. As
excecgOes incluem suspeita de linfoma ou tumor de células germinativas que
geralmente aparecem como massas paradrticas ou laterocavas na
tomografia computadorizada, e massas identificadas como sarcomas, para
0s quais estdo indicadas a quimioterapia ou a radioterapia pré-operatérias. A
bidpsia deve ser considerada se existe a suspeita radiolégica de tumor do
estroma gastrointestinal (GIST)?’, ou se existe suspeita de doenca

metastatica, ou de tumor irressecavel.
1.4- Padrdes Histopatologicos

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS)® definiu aproximadamente

50 tipos relevantes de SPM que sdo nominados de acordo com o tecido aos
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guais mais se assemelham. Um sistema de graduacdo em 3 graus é
aconselhado pela French Federation of Cancer Centers Sarcoma Group®,
amplamente utilizado e leva em conta o grau de diferenciacdo, o nimero de
mitoses e a extensdo de necrose do tumor. Sistemas de graduacdo em 4
graus sdo também utilizados®!. E dificil classificar o grau de tumores

previamente tratados com radioterapia, quimioterapia e tumores recidivados.

Os sarcomas apresentam padrdes morfolégicos diversos, incluindo
neoplasias de células fusiformes, células redondas e células pleomoérficas,
com arranjos distintos, fasciculares, alveolares ou difusos. Desta forma, faz-
se necessario a utilizacdo de técnicas complementares ao estudo
morfolégico no diagnostico de SPM. Por esta razdo, os métodos imuno-
histoquimicos tém sido aceitos e considerados necesséarios no auxilio ao
diagnodstico anatomopatolégico e na determinacdo prognostica destas

lesdes®.

A classificacdo e caracterizacdo dos SPM evoluiram da informacéao
dada pela a andlise histolégica para a complementacdo da analise imuno-
histoquimica e citogenética, com melhora no entendimento das mudancas
genéticas. Os métodos imuno-histoquimicos podem ser realizados em

material fixado em formalina e embebido em parafina.

AberracBes genéticas tém sido descritas em muitos sarcomas de
partes moles (SPM) e ajudam a identificar tumores dificeis de classificar,
especialmente sarcomas pleomérficos®. Aberracdes genéticas podem ser
hereditarias ou adquiridas®*>*®, Em determinados tipos de sarcomas, as
translocagBes especificas resultam em novas fusdes de genes que o0s
caracterizam (Tabela 1)™. InformacBes genéticas podem facilitar o
diagnostico, especialmente no caso de tumores de pequenas células
redondas. Podem ainda, confirmar as relagdes entre os tipos morfolégicos
prevendo o comportamento de sarcomas especificos, além de caracteristicas
como o grau, tamanho, presenca de metastase e profundidade de invas&o®’.

Uma aplicacdo importante € a analise mutacional do tumor do estroma
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gastrointestinal (GIST), no qual a mutacdo do gene KIT parece ter um maior
efeito na resposta ao tratamento e na sobrevida®. Técnicas emergentes de
gene-arrays e protedmica tém sido aplicadas para identificar o potencial de
tratamento alvo-dirigido, que possibilita a individualizacéo da terapia®®“°.
Conforme o exposto nos paragrafos anteriores os SPM sdo uma
entidade clinica de dificil classificagdo histologica e representam um desafio
diagnostico ao patologista. Nessa dissertacdo sera empregada a
classificacdo baseada na origem histologica dos SPM, segundo as diretrizes

apontadas pela OMS™® (Anexo 1).
1.5- Estadiamento

A determinacdo do estagio de um tumor permite ao meédico estimar o
prognostico da doenca. O sistema de estadiamento aconselhado pela
American Joint Committee on Cancer (AJCC) e a International Union Against
Cancer (UICC) (Figura 2)*' combina os mais importantes determinantes da
sobrevida em SPM: o grau, a profundidade e o tamanho do tumor, assim
como o comprometimento linfonodal e a presenca de metastases a distancia.
Conclusdes obtidas de estudos que avaliaram grandes séries confirmam que
o grau e o tamanho dos SPM s&o de similar importancia prognéstica**2.
Nesse estudo, tumores Gl e GIlI foram classificados como baixo grau e
tumores GlIl e GIV como alto grau. O uso de sistemas convencionais de
estadiamento para tumores de retroperitbneo € menos fidedigno para ditar o
prognostico, mas um método baseado no grau, na completa resseccao do
tumor e na presenca ou auséncia de metastases pode ser utilizado para
identificar grupos com diferentes resultados de sobrevida®. Outros fatores de
risco sao relevantes para certos SPM como o tamanho do tumor e 0 niumero
de mitoses que séo utilizados para avaliar o risco em casos de Tumores do

Estroma Gastrointestinal (GISTs) localizados*.
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Tabela. |

Translocacdes cromossdmicas frequentemente relatadas para

os Sarcomas de Partes Moles (Adaptada de: Antonescu CR, 2006)"*.

Tumor

Translocacdes

Produto de Fusao

Rabdomiossarcoma alveolar

t(2;13)(g35;914)

PAX3 : FOXO1A

t(1;13)(p36;914)

PAX7 : FOXO1A

Sarcoma alveolar de partes moles t(X;17)(p11;925) TFE3 : ASPL
Fibrohistiocitoma angiomatdide t(12;16)(q13;pll) | FUS: ATF1
Sarcomas de células claras t(12;22)(g13;912) | EWS: ATF1
Fibrossarcoma congénito (Nefroma t(12;15)(p13;925) | ETV6 : NTRK3

Mesoblastico)

Dermatofibrossarcoma protuberans

t(17;22)(922;913)

COL1A1 : PDGFB

Tumor desmoplasico de células t(11;22)(p13;912) | EWS:WT1
peguenas
Sarcoma do estroma endometrial t(7;17)(p15;921) JAZF1 : JJAZ1
Sarcoma de Ewing / Tumor t(11;22)(g24;912) | EWS: FLI1
Neuroectodérmico t(21;22)(g22;q12) | EWS:ERG
Primitivo Periférico (PNET) t(7;22)(p22;912) EWS :ETV1
t(17;22)(q12;912) | EWS: E1AF
1(2;22)(933;912) EWS : FEV
Condrossarcoma mixéide extra- 1(9;22)(922;912) EWS : NR4A3

esquelético

t(9;17)(922;911)
t(9;15)(922;921)

RBP56 : NR4A3
TCF12 : NR4A3

Sarcoma fibromixdide,

t(7;16)(g33;p1l)

FUS : CREB3L2

baixo grau t(11;16)(p11;pll) | FUS: CREB3L1
(raro)

Tumor miofibroblastico inflamatério t(1;2)(q22;p23) TPM3 : ALK
t(2;19)(p23;p13) TPM4 : ALK
t(2;17)(p23;923) CLTC: ALK
t(2;2)(p23;913) RANBP2 : ALK

Lipossarcoma mixoide t(12;16)(q13;p1ll) | FUS: DDIT3
t(12;22)(p13;9q12) | EWS:DDIT3

Sinoviossarcoma t(X;18)(p11;q11) SS18: SSX1

SS18: SSX2

SS18: SSX4 (raro)

©|




Grau

e TNM Descrigao T1a T1b T2a T2b
G1 Bem diferenciado Estagio
G2 Moderadamente diferenciado G1ou G2 1A 1B

G3 Pobremente diferenciado G3 ou G4 1B lic
G4 Indiferenciado N1
T Tumor < 5cm em sua maior dimensédo M1

T1a Superficial a fascia profunda

T1b Profundo a fascia profunda que inclui:

Retroperitdneo, intratoracico e a
maioria de cabega e pescogo

T2 Tumor > 5¢cm em sua maior dimens&o Sobrevida 5 anos
T2a Superficial a fascia profunda Estagio %
T2b Profundo a fascia profunda que inclui:
o . - | 86
Retroperiténeo, intratoracico e a
maioria de cabecga e pescogo I 72
N1 Linfonodos regionais metastaticos n 52
M1 Metastases a distancia v 10-20

Figura 2 — Sistema de descricdo do estagio, grau e metastases linfonodais e
a distancia (TNM) — segundo o Commitee on Céancer for Soft-tissue Sarcoma

e a International Union Agaist Cancer. Dados modificados por Greene et al*’.

1.6- Tratamento
1.6.1- Cirurgia:

Resseccdes cirurgicas com margens amplas, com ou sem radioterapia
oferecem a melhor chance de cura na auséncia de doenga metastatica. A
cirurgia deve ser planejada por uma equipe experiente depois do estudo
cuidadoso dos exames pré-operatorios. Devido ao fato dos SPM ocorrerem
em quaisquer localizacdes, a cirurgia € individualizada, mas os principios
cirdrgicos oncoldgicos prevalecem. A associacdo com a radioterapia e a
quimioterapia mostra um aumento no indice de controle local da doenca,

preservacdo de membros e até de sobrevida®.

O crescimento dos SPM é centrifugo através dos planos teciduais,
criando uma falsa capsula, ou pseudocapsula, dos tecidos vizinhos
comprimidos. As células malignas invadem esta pseudocapsula®®. A remocéo
do tumor visivel neste plano deixa doenga microscopica e 90% dos tumores

recidiva se ndo houver terapia complementar. A recorréncia é acima de 30%
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mesmo depois da excisdo do leito tumoral*’. A subseqiiente utilizacdo da
radioterapia ndo trara resultados na presenca de margens cirargicas
comprometidas ap6s um tratamento cirdrgico ndo planejado®. As margens
positivas adjacentes a uma estrutura critica, deixadas para preservar um
membro, resultam em taxas de recorréncia de cerca de 4%, quando a
radioterapia é bem planejada. O objetivo da cirurgia € ressecar o tumor com
margens amplas (2 a 3 cm), removendo pelo menos um plano de tecido

normal ndo comprometido pela doenca.

Aproximadamente 1/3 dos pacientes com tumores de baixo grau e de
grau intermediario, submetidos a resseccédo cirdrgica ampla, ndo requerem
gualquer tipo de tratamento complementar, incluindo radioterapia.
Raramente, a reconstrucdo de grandes vasos e nervos é necessaria, a nao
ser que estes estejam envolvidos pelo tumor. No entanto, resseccdes de
partes de grandes nervos resultam geralmente em pequenas disfuncdes.
Esse tipo de resseccdo deve ser considerado somente se a amputacao for a
alternativa®. Se for seguro, do ponto de vista oncolégico, preservar a
inervacdo de um musculo em um compartimento, em favor de uma melhor

funcao, a cirurgia pode ser menos radical®

. Os SPM nas porg¢des distais dos
membros sdo menores do que nas proximais, o que dificulta a preservagao
de funcdo nas porc¢des distais, especialmente em antebracos, méos e pés. O
tratamento de indugcdo pré-operatéria, como quimioterapia e/ou radioterapia,
pode reduzir o tamanho de tumores nas regides distais promovendo
melhores resultados funcionais. As amputacdes sdo necessarias em 5 a 10%
dos SPM de membros, usualmente depois de cirurgias prévias de
conservacdo dos mesmos®l. Nestes casos, amputacdes maiores
(desarticulacdo interescapulotoracica, desarticulacéo interilioabdominal), séo
freqlientemente necessarias quando as recidivas sdo proximais. Tais
procedimentos sdo bem tolerados e promovem um excelente controle local

com qualidade de vida satisfatoria®.




1.6.2- Radioterapia:

O tratamento radioterapico deve ser considerado em tumores de alto
grau das extremidades (a ndo ser aqueles com margens amplas) e grau
intermediario dos membros com margens histolégicas exiguas ou
comprometidas®. A Radioterapia tem papel limitado em SPM primério de
baixo grau, porem deve ser considerada no caso de recidiva e pode ser
utilizada na forma de radioterapia externa ou braquiterapia. A braquiterapia
tem teoricamente vantagens quando administrada no pés-operatério devido a
natureza hipéxica da ferida e das caracteristicas radiobiologicas da lei do
inverso do quadrado (a dose local é alta, mas decresce proporcionalmente
com o aumento da distancia do tumor). Esta vantagem é mais importante em

pacientes que j& foram previamente tratados com a radioterapia externa*.

Radioterapia exclusiva deve ser considerada quando a cirurgia é
contraindicada ou recusada pelo paciente. Com isSsO consegue-se um
controle local entre 30 a 60% dos casos®. N&o existe consenso sobre qual 0
melhor periodo para iniciar a radioterapia. A radioterapia pré-operatéria
requer uma dose total menor, cerca de 50 Gy e a pés-operatéria um total de
60 a 66 Gy que é usualmente empregada para maximizar a morte de células
tumorais hipodxicas. O resultado funcional no grupo tratado de maneira pré-
operatéria € um pouco melhor, mas associado com o dobro da incidéncia de
problemas com a cicatrizacéo da ferida operatéria®®. A demora em iniciar a
radioterapia pos-operatdria ndo piora significativamente a taxa de controle

local da doenca™’.

Pacientes com sarcomas retroperitoneais geralmente morrem de
recidiva. Uma melhora no controle local poderia ter grande impacto no
tratamento. Radioterapia pos-operatOria apresenta um desafio particular
nessa localizacdo; grandes areas sao irradiadas e os efeitos colaterais nos
6rgéos vizinhos é um fator limitante de doses. A radioterapia pré-operatéria®’
ou intra-operatéria®, teoricamente, eliminaria estes problemas, mas

progressos minimos séo alcangcados na pratica.




1.6.3- Quimioterapia

Enquanto o objetivo da cirurgia e da radioterapia € o controle local do
tumor, o da quimioterapia € o controle sistémico e pode ser terapéutico,
adjuvante ou paliativo. Alguns subtipos de SPM séo sensiveis a agentes
quimioterapicos e o resultado desta terapia é insatisfatorio no geral, sendo o
uso da quimioterapia adjuvante ainda controverso. Entretanto, os tumores de
células pequenas redondas sdo tratados inicialmente com quimioterapia
combinada. Este procedimento melhorou a sobrevida de pacientes com
sarcomas de Ewing, em torno de 10%, antes da introdugéo do tratamento

sistémico, para mais de 60%>%.

Ciclofosfamida, ifosfamida, vincristina, doxorrubicina, dactinomicina e
etoposide sdo as drogas de eleicdo no tratamento destes tumores™. O
exame histopatolégico de tumores ressecados, depois da indugéo,
mostrando graus de necrose superiores a 90% apresenta melhor sobrevida
do que graus menores de necrose, independente do tamanho do tumor®®. A
qguimiosensibilidade varia de acordo com o subtipo do tumor e a
probabilidade de resposta e sobrevida € influenciada pelo grau histolégico do
tumor, idade do paciente, estagio clinico e tempo de ocorréncia de
metastases®™. A quimioterapia é paliativa para a maioria dos pacientes com

doenca irressecavel ou metastética.
1.6.4- Terapia Molecular Alvo-Dirigida

Progressos estdao ocorrendo com o uso de terapia direta a alvos
moleculares especificos em SPM. O tumor do estroma gastro-intestinal
(GIST) é o melhor exemplo conhecido, pois apresenta mutagcdo com ativacao
do proto-oncogene KIT, um receptor com dominio de tirosina kinase, descrito

1°2. A proteina KIT é detectada por imuno-histoquimica®®. O

por Hirota et a
inibidor de tirosina kinase, Imatinib, se apresenta como tratamento de escolha
para o GIST inoperavel ou metastatico. O papel do Imatinibe como terapia

neoadjuvante estd sob avaliacdo. Ensaios definiram o perfil de efeitos
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colaterais®®, taxas de respostas de mais 60%° e relacdo com a dependéncia

da dose.

Outros subtipos de SPM com alvos moleculares especificos foram
também identificados. O dermatofibrossarcoma protuberans e o
fiborossarcoma de células gigantes sdo originados a partir de uma
translocacgéo, causando a fusdo dos genes COL1Al1 e PDGFB e a proteina
resultante da fusdo é um PDGFB funcional®®. O imatinib € um inibidor do
receptor de PDGFB e pode ser efetivo no tratamento do
dermatofibrossarcoma protuberans®’; sendo assim, esse agente pode ser
utilizado em pacientes com esse tipo de tumor recidivado, inoperavel ou com

disseminacao metastética.

z

A angiogénese € um alvo terapéutico potencial, porque os SPM
expressam fator de crescimento vascular endotelial. O bevacizumab é um

fator antiangiogénico que pode inibir a angiogenese em SPM°®:°

1.7- Seguimento

A vigilancia apos o tratamento, por meio de exame clinico e tomografia
computadorizada do térax, é recomendada para detectar recidiva local e
metastases trataveis’®. Taxas de recidivas de 5 a 10% s&o esperadas apds o
tratamento ideal para os SPM de extremidade. A utilizagdo da tomografia
computadorizada (TC) e da ressonéncia nuclear magnética (RNM) para
detectar recidivas subclinicas ainda nédo foi estabelecida, mas essas
abordagens podem ser Uteis para detectar lesdes mais profundas, desde que
2/3 das recidivas ocorrem num periodo de até 2 anos™, o seguimento deve

ser feito em intervalos mais curtos neste periodo.




2 - PROTEINA TP53

2.1- A proteina p53 humana:

O fator de transcricAio humano p53 € uma proteina com 393
aminoacidos, consistindo de um dominio de trans-ativacdo N-terminal, uma
sequéncia especifica central de dominio de ligacdo ao DNA e um dominio C-
terminal de oligomerizacdo. Centenas de estudos sdo dedicadas a
elucidacédo da funcdo de p53. A p53 desempenha um papel central na
supressao tumoral. Na verdade, a perda da funcdo normal de p53 ocorre em

quase todos os canceres em humanos’?.

O mecanismo de acdo de p53 tem sido discutido em iniUmeros estudos
e um consenso para tal mecanismo foi proposto. p53 é inativo em células
normais e é rapidamente ativado por varios tipos de sinais de estress que
causam alteracfes oncogénicas, como dano de DNA, hipoxia ou deplecéo de
nucleotideos. A ativacdo de p53 resulta na execucdo de programas
transcricionais que levam a interrupcdo do ciclo celular, permitindo o reparo
do dano, ou induzindo a célula sob estress ao mecanismo de apoptose.
Entretanto, os mecanismos de ativacao de p53, interrupcao do ciclo celular e

apoptose nao estdo ainda completamente elucidados’.
2.2- Do gene a proteina p53:

O gene supressor tumoral TP53 localiza-se no cromossomo 17p13.1,
ao longo de 20 kb com 11 éxons. A expressao do gene resulta em um
produto funcional, a proteina de 53 kDa, também chamada de proteina p53.
O gene TP53 foi descrito em 1979, a partir de estudos baseados em
experimentos de transfec¢cdo em ratos, sendo proposto inicialmente como um
oncogene. Posteriormente, em 1989, verificaram que a atividade oncogénica
deste gene dependia de muta¢gdes no quadro aberto de leitura e que o0 gene
ndo mutado produzia uma proteina cuja funcéo era de reconhecer danos no
DNA, além de controlar o crescimento e a morte celular’®. O gene TP53 é




altamente conservado filogeneticamente, apresentando homologia em
diversas espécies eucaridticas como Drosophila melanogaster, Xenopus
leavis, Mus musculus entre outros’>"°. Os fatores de transcricéo para o gene
TP53 incluem heterodimeros de proteinas c-Myc/Max que reconhecem
sequéncias CATGTG de —-29 a —34 no sitio promotor do gene, podendo

elevar a expressédo de p53 em até 12 vezes'®.

A proteina p53 é uma fosfoproteina nuclear constituida de 393
aminodacidos na sua extensdo. Ela apresenta quatro dominios com funcdes
distintas (Figura 3). A extremidade amino-terminal ou N-terminal (residuos 1
ao 83) constitui 0 dominio de transativacdo, a por¢do central (residuos 102
ao 292) constitui a porcéo ligante ao DNA, e por fim na extremidade carboxi-
terminal ou C-terminal estdo os dominios de tetramerizacdo (residuos 319 ao
360) e regulatorio (residuo 364 ao 393)".

Por desempenhar diferentes fungbes, cada dominio da proteina atua
em momentos especificos da atividade da p53. O dominio de transativagao é
importante para a ativacdo especifica da transcricdo de determinados genes,
além de ser o sitio de ligacdo de sua principal antagonista, a oncoproteina
HDM2 — a forma humana do gene murine double minute 2 protein (MDM2). O
dominio de ligacdo ao DNA permite a adesdo da molécula protéica a motivos
de DNA, incluindo os das regides promotoras ou das regides intrbnicas de
determinados genes-alvo. O dominio de tetramerizacdo € responsavel pela
formacdo dos tetrameros de Tp53, que representa a forma mais ativa da
molécula em transativacdo. Finalmente, o dominio regulatério é responsavel
pela regulacdo negativa do dominio central de ligagdo ao DNA, inibindo

assim a ligacdo especifica da proteina aos diferentes promotores’.




Dominio regulatdrio
Dominio de ligagdo 364 39

20 DNA —

N - Terminal C - Terminal

| | | -
| ' 1

B & 102 200 239 360
Dominio de LOCZ'S F.SPEE'ﬁms Dominio de
transativagédo Ll tetramerizacao

Figura 3. Desenho esquematico da proteina Tp53, mostrando a localizagéo
de regides distintas com diferentes fun¢des. Cada dominio € responsavel
por uma determinada funcéo da proteina Tp53 (Oliveira, 2005). Reproduzido

mediante autorizacao de Oliveira, 2005.

2.3- Fungéao da proteina p53:

TP53 funciona como um inibidor do crescimento celular, induzindo a
interrupcao do ciclo celular ou a apoptose. Assim, a atividade de Tp53 deve
ser regulada no sentido de permitir o crescimento normal das células e a
supressao tumoral, assim como a transicdo entre esses dois estados. A
regulacdo de Tp53 ocorre tanto a nivel transcricional como traducional. No
entanto, trés mecanismos devem ser considerados a fim de que a ativacao
de Tp53 seja compreendida, incluindo o controle dos niveis da proteina
Tp53, sua localizagao celular e sua habilidade de funcionar como um fator de

transcricdo sequiéncia especifica’.
2.4- Estabilidade da proteina Tp53

Em células normais ndo submetidas a stress, a meia vida da proteina
p53 é curta, de maneira que suas concentragdes sejam mantidas baixas,

frequentemente em niveis indetectaveis na célula. A regulacdo da

17



concentracdo da proteina Tp53 € necessaria para 0 crescimento e
desenvolvimento celular. Na auséncia de sinais indutores de stress, 0s
baixos niveis de Tp53 sdo mantidos por meio da interacdo com a proteina
HDM2, uma ubiquitina-ligase. HDM2 atua ligando-se a por¢do N-terminal de
p53, mas transfere unidades de ubiquitina para sitios especificos localizados
na porcdo C-terminal da proteina p53. A proteina p53 ubiquitinada é
subsequentemente exportada do nucleo e degradada via proteossoma.
Entretanto, a expressdo de HDM2 esta sob o controle da p53, assim, esta
alca de feedback negativo funciona como um meio de manter os niveis de
p53 baixos em células ndo submetidas ao stress e reduzir os niveis de p53

em células com stress, quando o dano for reparado”.

Em resposta aos sinais de stress celular, p53 é ativada e o aumento
da atividade é acompanhado de aumento da estabilidade da proteina. Como
a interacdo p53/HDM2 é importante para a manutencdo de baixas
concentracdes de p53, os niveis de HDM2 s&do também criticos para 0s
niveis de p53. Assim, diversas vias que ativam p53 influenciam a interacao
p53/HDM2. Por exemplo, sob stress celular, varias cinases intranucleares
sdo ativadas. Tais cinases fosforilam tanto p53 quanto HDM2 e esta
fosforilagdo diminue a afinidade entre ambas, impedindo a ubiquitinacdo e
resultando em aumento da estabilidade de p53. Além da fosforilagcéo, existem
outros mecanismos que resultam na estabilizacdo da proteina p53. Por
exemplo, em resposta ao dano causado ao DNA, c-Abl pode ligar e
estabilizar p53. Essa associacao ndao impede que HDM2 se ligue a p53, mas
previne a ubiquitinacdo de p53 por HDM2"2.

Uma via de degradacdo independente de proteossoma também foi
descrita em células humanas, envolvendo calpainas, uma familia de
ubiquitina-cisteina-proteases que também degradam p53 e esta via pode

induzir a apoptose em algumas circunstancias’”’®,

2.5- Localizacéo da proteina Tp53




Além da estabilidade, a localizacao nuclear de p53 também regula sua
atividade. Existem varios mecanismos que regulam a importacdo e a
exportacdo nuclear de p53. Esses mecanismos incluem uma rede de
microtubulos e uma proteina denominada dineina que reconhecem a porgéo
N-terminal da p53. Além disso, na por¢cdo C-terminal de p53, existem varios
sinais de localizagdo nuclear que sao reconhecidos por fatores de
importacdo. Depois de entrar no ndcleo, mecanismos de exportacdo de p53
também sdo necessarios, incluindo a oligomerizacdo do dominio C-terminal e
a ligacdo do HDM2 na regido N-terminal de p53. Na verdade, a exportacdo
de p53 ndo depende diretamente de HDM2, mas HDM2 contribui para a
exportacdo de p53 por meio da atividade de ubiquitina ligase. Na forma
tetramérica de p53, o sinal de exportacdo nuclear C-terminal ndo esta
acessivel. A fim de que ocorra a exportacao, € preciso haver ubiquitinacédo e

expor o sinal de exportacdo C-terminal para que p53 se mova ao citoplasma.

O sinal de exportacdo nuclear N-terminal € regulado por fosforilagéo,
gue por sua vez inibe a sequéncia de exportacdo nuclear. Os efeitos da
fosforilagdo N-terminal de p53 resultam em reteng&o nuclear de proteina p53,
podendo ocorrer de duas maneiras, ou seja, inibindo o sinal de exportacado N-
terminal, ou inibindo a ligacdo de HDM2 e subsequente reducdo da

ubiquitinac&o e ativacéo do sinal de exportacdo c-terminal™.
2.6 Regulacgéo da atividade da proteina p53

A proteina p53 exerce seus efeitos tanto por mecanismos de
transcricdo quanto por mecanismos nao-transcricionais. O mecanismo mais
estudado e compreendido de p53 é o seu papel como fator de transcricéo,
estimulando 0s genes que interrompem o ciclo celular ou 0s genes que
induzem apoptose. A proteina p53 é capaz de distinguir entre induzir
interrupcdo do ciclo celular e apoptose, mas, até o presente momento, esse
mecanismo nao foi elucidado. A funcdo do fator de tanscricdo p53 envolve
sua ligacdo com o DNA e interacdo com a maquinaria transcricional, sendo

esta mediada, em parte, por modificacdes pos-traducionais. Duas regides
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especificas na proteina p53 sdo marcadas por modificacdes pos-
traducionais. Uma na porcdo N-terminal, onde ocorre fosforilacdo e outra na
porcdo C-terminal, que pode ser acetilada, fosforilada ou glicosilada, todas
elas afetando a funcéo de p53”. A fosforilagéo da porcdo N-terminal de p53,
além de relacionar-se com varias funcdes, também estimula sua atividade de
transativagdo. A fosforilacdo de p53 na porcdo N-terminal intensifica sua
ligacdo com as histona-acetil-transferases (HAT) e outras proteinas que
funcionam como co-fatores da transcricdo. Além da fosforilagdo N-terminal, a
porcdo C-terminal é alvo de varias modificagbes pos-traducionais. Reacdes
de acetilacdo de aminoacidos especificos resultam em modificacbes que
afetam as interacdes de p53 com outras proteinas que funcionam como co-
fatores da transcricdo, potencializando ou inibindo sua funcgao

transcricional .




3- PROTEINA p53 E SARCOMAS DE PARTES MOLES

Mutacbes do gene TP53 s&do as anormalidades genéticas mais
comumente associadas aos canceres humanos’®. Uma grande quantidade
de estudos relaciona a presenca de mutacdo do gene TP53, avaliada pela
imunodeteccdo da proteina p53 mutante, com pior prognéstico em varios
tipos de tumores sdlidos, como mama, pulméo, ovario, estbmago e coélon
8081828485 No cancer de mama, por exemplo, estudos demonstram que a
presenca de p53 mutada pode ser considerada marcador independente de
menor sobrevida global e menor sobrevida livre de doenga®" %% %3,

Em sarcomas de partes moles, as mutacdes da p53 sdo observadas
com freqiiéncia elevada (10-55%)%%. No entanto, poucos trabalhos avaliam
a relacdo da imunodeteccdo da p53 mutante com a sobrevida no grupo
especifico dos sarcomas de partes moles®”®. N&o ha registro de nenhum

trabalho publicado com dados brasileiros acerca deste tema.

Yoo et al.®

registram a imunodeteccdo de p53 em 55% dos 31
sarcomas analisados. Ressaltam naquele estudo que, embora a mutagao
constitua o principal mecanismo de alteracdo da fungdo da p53, outras
causas podem estar associadas a inativacdo da proteina. Schneider-Stock et
al.’” encontraram um indice de imunodeteccdo da p53 de 34,3%, sendo
significativamente maior a positividade para p53 em tumores grau 3 (p =

0.023), o que demonstra sua maior ocorréncia em tumores indiferenciados.

Dan’'ura et al.®®

encontraram imunodeteccdo nuclear positiva para p53
em 20,3% dos sarcomas de partes moles e, ao contrario da maioria dos
trabalhos, ndo encontraram diferenca significativa em relacdo a sobrevida e a

positividade para p53.

Cordon-Cardo et al.”*, Drobnjak et al.?, Kawai et al.*®, Hieken et al.?.

|90

e Wiirl et al”™” demonstraram que a imunodeteccao de p53 alterada pode ser

usada como indicador de mau prognéstico®® 3. Kawai et al.®® demonstraram




a imunodeteccdo de p53 em 32.3% dos casos estudados, com variacao
segundo o tipo histolégico (FHM 20,0%, lipossarcoma 13,6% e rabdomiossarcoma
71,4%) e correlacdo estatisticamente positiva com o grau histoldgico e a idade do
paciente. A sobrevida acumulada dos pacientes com imunodetec¢do de p53 foi de
53,3%, em 5 anos, e 47,5%, em 8 anos, comparada com 73,0% e 58,5%,
respectivamente, nos pacientes com imunodetec¢do negativa (p<0,05). A sobrevida
em 5 anos e a sobrevida livre de metastases foi, respectivamente, 54,0% e 44,0%
em pacientes com imunodeteccao de p53 positiva, contra 76,0% e 67,5%, naqueles
em que a imunodeteccdo foi negativa (p<0,05). Esses dados sugerem fortemente
que a deteccdo da proteina p53 pode ser um marcador de maior agressividade
tumoral e pior prognéstico para os pacientes com SPM. Em nosso estudo somente
indices de marcacdo superiores a 50% das células tumorais relacionou-se

estatisticamente de forma inversa com a sobrevida em 5 anos

Outros estudos j& citados comprovam os achados de Kawai et al*®. Wiirl et
al.® avaliaram cinco anticorpos diferentes (CM-1, DO-1, DO-7, Pab 1801 e Pab240)
na deteccdo de p53 e correlacdo da imunodeteccdo com o prognéstico. Por meio de
andlise univariada, todos os anticorpos mostraram correlagdo positiva com a
sobrevida, enquanto que pela andlise multivariada, somente os anticorpos DO-1,
Pab1801 e DO-7 mostraram correlagdo estatisticamente significativa com a

sobrevida. Hieken et al.!

avaliaram a deteccdo da proteina p53 de maneira
qguantitativa, utilizando ensaios de ELISA, ao invés da técnica de imuno-
histoquimica. Eles também encontram correlacdo inversa entre a imunodeteccao
positiva e a sobrevida global e sobrevida livre de doenc¢a nos pacientes com SPM.
Além disso, também demonstraram que a quantificacdo de p53 (>4,5ng p53
mutante/ mg proteina) apresenta relacdo estatistica inversa com a sobrevida

(p<0,001).

Drobjnak et al.?

observaram uma associacdo significativa entre a
imunodetecc¢éo de p53 e o grau tumoral (p= 0,001), o tamanho do tumor (p=0,01) e
a diminuicdo da sobrevida (p= 0,02). Cordon-Cardo et al.** demonstraram a
imunodetec¢cdo de p53 em 26% dos seus casos, observando correlagdo positiva
com o grau tumoral e reducgdo significativa da sobrevida, quando os indices de

marcacgdo eram maiores que 20% das células tumorais (p= 0,004).




Justificativas

O presente estudo se justificou pelas seguintes observagoes:

(1) Os SPM séao neoplasias raras, porém de mau progndstico.

(2) Dificuldades s&o constatadas no tratamento dos SPM com tamanhos
maiores que 5 cm, alto grau histoldgico e localizagao no tronco.

(3) Estudos de imuno-histoquimica tém demonstrado uma correlacao
entre a imunodeteccdo de p53 e um pior progndéstico em grupos
selecionados de sarcomas de mama e sarcomas de Erwing.

(4) Uma possivel correlacdo entre o prognéstico dos SPM e a
imunodeteccado de p53 tem sido descrita em alguns estudos.

(5) Nenhum estudo de imuno-histoquimica determinando a correlacdo

entre a imunodeteccao de p53 e os SPM foi desenvolvido no Brasil.




OBJETIVOS

1- Objetivo Geral:

Investigar as possiveis correlacdes entre a imunodeteccdo da proteina p53 e
0 progndstico de SPM em adultos atendidos no Hospital Aradjo Jorge da

Associacdo de Combate ao Cancer em Goias no periodo de 1996 a 2000.
2- Obetivos Especificos:

(1) Determinar as possiveis correlacées entre a imunodeteccdo de p53 e
0S aspectos clinico-patologicos dos tumores: tamanho do tumor, metastases
linfonodais e a distancia, grau tumoral, idade agrupada, género, estagio

clinicopatolégico

(2) Investigar o perfil de imunodeteccédo de p53 em 104 espécimes de

SPM, de acordo com o tipo histologico.
(3) Analisar o indice de marcacao de p53 nos espécimes de SPM.

(4) Investigar a possivel correlagdo entre a imunodeteccdo de p53 nos

SPM e a sobrevida dos pacientes.

(5) Avaliar a possivel correlacdo entre o indice de marcagdo de p53 em

SPM com a sobrevida dos pacientes.




METODOLOGIA

1 — Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo de base hospitalar, baseado em
casos atendidos no periodo de 1996 a 2000 no Hospital Aradjo Jorge da
ACCG. Foram identificados 236 pacientes portadores de SPM neste periodo

através de busca ativa.
2- Critérios de Inclusdo

Os casos de SPM considerados incluiram pacientes com idade
superior a 18 anos e diagnoéstico histopatolégico confirmado por revisdo de
laminas, realizada por um patologista do Setor de Anatomia Patologica do
HAJ / ACCG. Dos 236 pacientes inicialmente identificados, 104 tiveram
confirmacao diagnostica de SPM. Os casos confirmados foram submetidos a
imuno-histoquimica para imunodeteccdo da proteina p53. A analise
considerou pelo menos 300 células em cada lamina e os resultados foram
apresentados em termos percentuais. A marcagdo imuno-histoquimica foi
considerada somente com base na marcagao nuclear e a imunoreatividade
classificada em 3 categorias, definidas como: 1) -negativa; 2) positiva em
menos de 50% de células tumorais e 3) positiva em mais de 50% de células

tumorais.
3- Critérios de Exclusao
Foram excluidos 132 casos (56,4%) devido a:

1. Indisponibilidade dos blocos de parafina para o estudo.
2. Casos submetidos a cirurgias em outras instituicbes e
reoperados no HAJ, o que impossibilitou a aquisicdao dos

blocos de parafina para a realizacdo de revisdo de laminas




3. Nao confirmacgéo histopatoldogica de SPM apos revisdo de

laminas.
4- Imuno-histoquimica

Para a analise imuno-histoquimica foi empregado o método da
estreptoavidina-biotina-imunoperoxidase (Super ABCkit, Erviegas) e foi
usada para a imunodeteccdo da proteina p53, por meio do anticorpo
monoclonal DO7 (DAKO). Os cortes, montados em laminas silanizadas,
foram desparafinizados e desidratados, em temperatura controlada. Em
seguida, foram submetidos a recuperacdo antigénica pelo calor, em panela
de pressdao, durante 20 minutos, utilizando-se o citrato 0,01M, pH 6,0. Apés a
recuperacao antigénica, as laminas foram mantidas a temperatura ambiente,
para resfriamento, por cerca de 1 hora. O bloqueio da peroxidase endégena
foi feito em peroxido de hidrogénio 3%, durante 10 minutos, e em seguida, as
laminas foram lavadas com tampao fosfato (PBS) por 5 minutos. Apos o
bloqueio, as laminas foram incubadas a 4°C, durante a noite, com 0
anticorpo monoclonal anti-p53, diluido (1:100) em solucdo de PBS contendo
1% de albumina bovina. Apds a incubagdo com o anticorpo primario, as
laminas foram lavadas 3 vezes em PBS, por 5 minutos, e incubadas durante
1 hora com o anticorpo secundario conjugado com a biotina-avidina
peroxidase. Deois de uma nova lavagem com PBS, por 5 minutos, a reacéo
foi revelada com tetra-hidroclorato de 3-3’diaminobenzidina, por 5 minutos, e
as laminas levemente contracoradas com hematoxilina. Em seguida, as
laminas foram desidratadas e montadas com laminula. Sempre que possivel,
cerca de 300 nucleos de células tumorais foram avaliados em cada espécime
e os resultados apresentados em termos percentuais. O indice de marcacao
de p53 foi classificado em 3 categorias definidas como: 1) - negativa; 2) -
positiva em menos de 50% das células tumorais e 3) (Figura 4) - positiva em

mais de 50% de células tumorais (Figura — 5).




Figura 4- Fotomicrografia mostrando corte histol6gico de SPM submetido
a imuno-histoguimica com indice de marcacao de p53 < 50% das células.
(340x) Crédito: Dr. Elbio Candido de Paula

Figura 5 - Fotomicrografia mostrando corte histadgle SPM submetido & imung
histoquimica com indice de marcacéo de pED% das células. (850redito:
Dr. Elbio Candido de Paula
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5- Métodos Estatisticos

Os célculos de medidas de tendéncia central foram realizados para
as variaveis relativas aos pacientes e aos aspectos clinicopatolégicos. O
teste do qui-quadrado foi utilizado para a verificacdo de possiveis
associacdes entre a imunodeteccdo de p53 e os dados clinicos e
histopatologicos. Por meio de uma busca nos prontuarios dos pacientes
portadores de SPM, utilizou-se a ultima data de informag&o do paciente para
o calculo da sobrevida, empregando o método de Kaplan-Meier e o teste de

log rank para comparacao das medidas de sobrevida.
6- Aspectos Eticos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisas da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (CEPACCG) sob o registro
004/06 sendo aprovado sem restricdes no dia 07/12/2006 pela CONEP e
19/01/2007 pela CEPACCG (Anexo 2).




RESULTADOS

Dos 236 casos de SPM 104 foram selecionados apartir dos registros do
Hospital Aradjo Jorge. Dentre eles, 49 (47,1%) eram do sexo masculino e 55
(52,9%) do sexo feminino. A idade dos pacientes variou de 19 até 83 anos,
com uma média da idade de 48 anos e mediana de 47 anos. A faixa etaria

mais acometida pelos SPM foi a de 40-49 anos (tabela II).

Tabela Il - Nameros e porcentagens dos casos de sarcoma de partes moles
distribuidos em relacdo ao género, faixa etaria e idade agrupada dos
pacientes.

L, Tamanho Freguéncia
Variavel Amostral (N) Pergentual (%)
Sexo
Masculino 49 47,1
Feminino 55 52,9
Faixa Etaria
>18 1 1,00
20-29 12 11,50
30 -39 19 18,30
40-49 25 24,00
50-59 21 20,20
60-69 16 15,40
>70 10 9,60
Idade Agrupada
<40 32 30,8
>40 72 69,2

Os membros inferiores foram a localizagcdo anatdmica mais acometida
pelos SPM, com 37 casos (35,6%), seguida do retroperitdbneo, com 19 casos
(18,3%) e térax, com 14 casos (13,5%). A maior propor¢cdo dos casos
estudados foi classificada histologicamente como sarcomas de partes moles

sem outras especificagbes (SOE), perfazendo 29 casos (27,9%). Em




seguida, apreceram os fibrosarcomas, diagnosticados em 21 casos (14,4%),

e os leiomiossarcomas em 15 casos (14,4%) (Tabela 3).

Tabela Ill - NUmero e porcentagens dos casos de sarcoma de partes moles

distribuidos em relacéo a localizag&o e ao tipo histologico do tumor.

Variavel N %
Localizacao

Cabeca e Pescoco 7 6,7
Torax 14 13,5
Parede Abdominal 2 1,9
Retroperitonio 19 18,3
Pelve 3 2,9
Intra-abominal 10 9,6
Membro Superior 12 11,5
Membro Inferior 37 35,6
Tipo Histologico

Fibrossarcoma 21 20,2
Fibrohistiocitoma Maligno 1 1
Lipossarcoma 11 10,6
Leiomiossarcoma 15 14,4
Rabdomiossarcoma 2 1,9
Linfagiossarcoma 1 1
Sarcoma de Kaposi 7 6,7
Sarcoma Sinovial 2 1,9
Tumor de Origem Neural 3 2,9
Tumor do Estroma Gastrointestinal 2 1,9
Tumor Neuroenddcrino Periférico 2 1,9
Sarcoma SOE 29 27,9
Outros 8 7,7

O estadiamento clinicopatolégico foi definido em 99 casos
(95,2%), sendo que a maior parte, 38 casos, foi classificada no estagio
clinico Il (36,5%), seguida por 34 casos (32,7%) no estagio clinico Il. Assim,
prevaleceram neste estudo os pacientes com tumores maiores que 5 cm,
com alto grau de anaplasia e que ndo apresentavam mestastases linfonodais

e a distancia, a epoca do diagnoéstico (Tabela IV).




Dentre os 104 tumores estudados, 41 (39,4%) apresentaram
imunodeteccdo nuclear de p53. Em 32 casos positivos (78%), os indices de
marcacao de p53 foram superiores a 50% das células tumorais (Tabela 5).
Quando a imunodeteccdo de p53 foi avaliada em relagdo aos diferentes tipos
histologicos de SPM, evidenciou-se positividade em 12/21 casos de
fiborossarcomas (57,1%) e em 8/15 casos de leiomiossarcomas (53,3%).
Entretanto, nenhum dos 7 casos de sarcomas de Kaposi apresentou
imunodeteccdo de p53 (Tabela VI). Dentre os 41 casos com imunodetecgao
positiva para p53, os fibrossarcomas corresponderam a 29,27%, seguidos
dos sarcomas SOE com 21,9% e os leiomiossarcomas com 19,5%.
(TabelaVvil).

Tabela IV-NUumeros e porcentagens dos casos de sarcoma de partes moles
distribuidos em relacdo ao tamanho, comprometimento linfonodal,

metastases a distancia, grau tumoral e estadiamento clinico-patoldgico.

Variavel N %

Tamanho do Tumor

<5cm 19 18,3
>5cm 85 81,7
Linfonodos

N&o 97 93,3
Sim 7 6,7
Metastase

N&o 85 81,7
Sim 13 12,5
sem informacao 6 5,8

Grau Tumoral

Baixo 43 41,3
Alto 54 51,9
sem informacéo 7 6,7

Estadio

I 8 7,7

Il 34 32,7
" 38 36,5
v 19 18,3




sem informacao

4,8

Tabela V - Numeros e porcentagens dos casos de sarcomas de partes moles

distribuidos em relacdo a imunodeteccédo e indice de marcacdo da proteina

pS3.

Variavel N %
Imunodetecc¢ao de p53

Negativa 63 60,6
Positiva 41 39,4
indice de marcacéo de p53

<50% 9 22
>50% 32 78

Tabela VI - Imunodeteccao da proteina p53 nos sarcomas de partes moles

do adulto em relagdo aos diferentes tipos histologicos.

Tipo Histoldgico N %
Fibrossarcoma 21 12 (57,1)
FHM 1 1 (100,0)
Lipossarcoma 11 2(18,2)
Leiomiossarcoma 15 8 (53,3)
Rabdomiossarcoma 2 1(50,0)
Linfagiossarcoma 1 1(100,0)
Sarcoma de Kaposi 7 0
Sarcoma Sinovial 2 0
Tumor de Origem Neural 3 1(33,3)
Tumor do Estroma Gastrointestinal 2 1(50,0)




Tumor Neuroendodcrino Periférico
Sarcoma SOE
Outros

Total

29

104

1 (50,0)

9 (31,0)

4 (50,0)
41

Tabela VIl - Frequéncia relativa por tipo histolégico dos sarcomas de partes

moles com imunodetecc¢ao positiva de p53

Tipo Histoldgico N %
Fibrossarcoma 12 29,27
Fibrohistiocitoma Maligno 1 2,44
Lipossarcoma 2 4,88
Leiomiossarcoma 8 19,51
Rabdomiossarcoma 1 2,44
Linfagiossarcoma 1 2,44
Sarcoma de Kaposi 0 0,00
Sarcoma Sinovial 0 0,00
Tumor de Origem Neural 1 2,44
Tumor do Estroma Gastrointestinal 1 2,44
Tumor Neuroendécrino Periférico 1 2,44
Sarcoma SOE 9 21,95
Outros 4 9,76
TOTAL 41 100,00

A imunodeteccdo da proteina p53 foi avaliada em relacdo aos

diferentes aspectos clinicopatologicos dos pacientes com SPM estudados,

incluindo sexo, idade agrupada, tamanho do tumor, estagio clinicopatologico,

grau tumoral e presenca ou auséncia de mestastases. Nenhuma diferenca
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estatisticamente significativa foi detectada entre os parametros analisados.

Os resultados encontram-se descritos na Tabela VIII.

A sobrevida global em cinco anos analisada para os pacientes com
SPMs, neste estudo, foi de 46,5% (Figura 6). Pacientes com tumores de
baixo grau apresentaram maior sobrevida em 5 anos (63,7%), quando
comparados com aqueles que apresentaram tumores de alto grau (35,8%)
(p=0,007) (Figura 7).

Quando a sobrevida em cinco anos foi analisada em relagdo aos
diferentes estagios clinico-patolégicos, uma diferenca estatisticamente
significativa (p<0,001) foi observada para os pacientes com SPM. A
sobrevida para os pacientes com estagio clinico | foi de 85%, seguida dos
pacientes com estégio clinico Il (63,7%), estagio clinico Il (43,5%) e estagio
clinico IV (11,6%) (Figura 8).

Um dos principais fatores prognosticos nos SPM é o tamanho do
tumor. Entretanto, neste estudo, nenhuma diferenca estatisticamente
significativa na sobrevida foi demonstrada com relacdo aos diferentes
tamanhos dos tumores (p=0,409) (Figura 9).

A sobrevida em cinco anos foi analisada em relagdo a presenca de
metastases locorregionais e metastases a distancia. As metastases
locorregionais n&o influenciaram significativamente a sobrevida dos
pacientes com SPM (p=0,242). Porém, pacientes com SPM e metastases a
distancia apresentaram sobrevida significativamente menor que aqueles que

nao apresentaram metastases (p<0,001) (Figuras 10 e 11).

A sobrevida em cinco anos foi também avaliada com relacdo a
imunodeteccdo de p53. Pacientes com imunodeteccdo de p53 negativa
apresentaram maior sobrevida (50,6%) que aqueles com imunodeteccao
positiva (39,9%), entretanto a diferenca entre os dois grupos nao foi
estatisticamente significativa (p=0,279). Os indices de marcacdo de p53
foram avaliados nos SPM e dois grupos foram estabelecidos, sendo um com
indices menores que 50% das células tumorais e outro com indices maiores

gue 50%. A sobrevida em cinco anos foi significativamente maior para o
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grupo com indices de marcacdo menores que 50% (85,7%), comparada ao
grupo com indices maiores que 50% (28,3%) (p=0,015) (Figuras 12 e 13).




Tabela VIII — Imunodetec¢do da proteina p53 em relacdo aos diferentes
aspectos clinicopatologicos dos SPM de adultos.

Casos

Variavel N°examinado Positivos (%) P
Todos os casos 104 41 (39,4) -
Género

Masculino 49 17 (34,7) -
Feminino 55 24 (43,6) 0,352
Idade Agrupada

<40 32 12 (37,5) -
>40 72 29 (40,3) 0,789
Tamanho do Tumor

<5cm 19 5 (26,3) -
25 cm 85 36 (42,4) 0,196
Estadio

I 8 4(50,0) -

1] 34 11 (32,4) -

11 38 19 (50,0) 0,187
v 12 7 (36,8) -
sem informagéo 5 0 -
Grau Tumoral

Baixo 43 17 (39,5) -
Alto 54 24 (44,4) 0,152
sem informacéao 5 0 -
Metastase

NET 85 35 (41,2) ]
Sim 13 6 (46,2) 0,233
sem informacéo 4 0 -
Linfonodos

N&o 97 40 (41,2) ]
Sim 7 1(39.4) 0,159




Figura 6 — Sobrevida global em cinco anos para os pacientes com SPM.
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Figura 7 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com SPM em relagéo
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Figura 8 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com SPM em relacao

ao estagio clinicopatolégico do tumor.
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Figura 9 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com SPM em relacao
ao tamanho do tumor.
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Figura 10 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com SPM em

relacdo a presenca de metastase linfonodal
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Figura 11 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com SPM em
relacdo a presenca de metastase a distancia.
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Figura 12 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com SPM em relagéo a
imunodeteccao de p53.
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Figura 13 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com SPM em relacao
ao indice de marcacéo de p53 nas células tumorais.

1,0 +———+
0,87 indice de
marcacao de
53
< P
T 0,6 1 <50%
5 _I1>50%
5 + <50%-
o censurado
N 0,4 4 >50%-
censurado
0,2
0,0
| | | | | | |
0 10 20 30 40 50 60

tempo (meses)




DISCUSSAO

Os sarcomas de partes moles formam um grupo bastante heterogéneo
de neoplasias e de ocorréncia pouco comum na populacdo. Representam
menos de 1% das neoplasias, fato que limita a realizacdo de estudos com
grande numero de casos, assim como a determinacdo do tratamento mais
adequado e mais efetivo para esta doenca'’. Apesar da cirurgia ser o
tratamento considerado padrdo, a quimioterapia e a radioterapia podem e
devem ser utilizadas®. Os fatores prognésticos conhecidos que caracterizam
0 comportamento mais agressivo do tumor, como o0 grau tumoral, o tamanho
do tumor, o tipo histolégico e a presenca de metastases, orientam hoje o
tratamento de escolha* *% 43,

Neste estudo, incluindo 104 casos de SPM, as caracteristicas clinico-
patologicas dos pacientes estudados foram semelhantes as de outras séries
descritas na literatura®’, com idade média de 48 anos e localizacdo tumoral
mais frequente em membros inferiores (35,6%), seguida do retroperitonio
(18,3%), torax (13,5%) e membros superiores (11,5%). Achados também
condizentes com os da literatura®" ',

Uma diferenca em relacdo ao descrito na litetatura desta série foi a
distribuicdo dos tipos histolégicos. Os subtipos mais encontrados foram os
sarcomas SOE (27,9%), seguidos pelos fibrossarcomas (20,2%) e
leiomiossarcomas (14,4%). Neste estudo, ndo se utilizou a imuno-
histoquimica para determinagéo da histogénese dos SPM.

Em relacdo ao estadiamento clinico-patolégico, a maior parte dos
tumores estudados pertencia ao estagio clinico Il (36,5%), prevalecendo
assim tumores maiores que 5 cm e auséncia de metastases locorregionais e
a distancia. Dados semelhantes foram observados no estudo de Ohsawa et
al.®® em que numa série de 142 casos de SPM, 51 pacientes (35,9%)

apresentavam estagio clinico IIl.

A proteina supressora de tumor p53 tem sido estudada em uma

grande variedade de neoplasias humanas, utilizando-se diferentes
3




metodologias. Uma grande quantidade de estudos relacionou a presenca de
mutacdo do gene TP53, avaliada pela imunodeteccdo da proteina p53
mutante, com pior progndstico em varios tipos de tumores soélidos, como
tumores de mama, pulmé&o ovario, estdmago e clon®8#2848 Ng cancer de
mama, por exemplo, estudos demonstraram que a presenca de p53 mutante
pode ser considerada marcador independente de menor sobrevida global e

menor sobrevida livre de doenca® %83,

Alteracbes em p53 estédo
relacionadas com a progressdo tumoral e com fenotipos tumorais mais
agressivos®. Em sarcomas de partes moles, as mutacdes de p53 sdo
freqiientemente observadas, com taxas que variam de 10 a 55%°®%. No
entanto, poucos trabalhos avaliam a relagdo da imunodeteccédo de p53 com a
sobrevida de pacientes diagnosticados especificamente com sarcomas de
partes moles® ®8, N&o encontramos registro de nenhum trabalho publicado

com dados brasileiros acerca deste tema.

Usando o método da imuno-histoquimica, nosso estudo detectou a
expressao elevada de proteina p53 em 41 (39,4%) dos 104 casos estudados.

7

Esse valor é semelhante aqueles encontrados na literatura mundial que

variam entre 19,5 a 55% dos casos®®®"®

. Contudo, nenhuma relacéo
estatisticamente significativa foi encontrada entre a imunodeteccdo da
proteina p53 e as caracteristicas estudadas, como sexo, idade agrupada,
tamanho do tumor, estadiamento, grau histologico tumoral e presenca e
auséncia de mestastases. A imunodeteccdo de p53 foi mais frequente nos
tumores maiores que 5cm (42,4%), quando comparados aos tumores
menores que 5cm (26,3%). Entretanto, a diferenca entre os dois grupos nao

1° em sua série de 61

foi estatisticamente significativa (p = 0,196). Toffoli et a
pacientes, encontrou relacéo entre a imunodeteccéo de p53 e o grau tumoral,
sendo esta mais frequente em tumores grau 3 (p<0,01). Naquele mesmo
estudo, a imunodeteccdo de p53 também foi correlacionada com o
estadiamento clinicopatologico (p=0,02) e com o grau de aneuploidia
(p<0,01). Resultados semelhantes foram encontrados por Kawai et al®®, em

uma seérie de 96 pacientes, na qual demostrou-se relacdo entre a
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imunodeteccdo de p53, o grau histologico dos tumores e a idade dos
pacientes. A imunodeteccdo de p53 também foi maior nos tumores com
estagios mais avancados, apesar da falta de significancia estatistica para
esta relacdo (p=0,063). No grupo de 41 casos de SPM em que a
imunodeteccdo da proteina p53 foi positiva, 32 casos (78%) apresentaram o
indice de marcacédo maior que 50% das células examinadas, enquanto que 9
casos (22%) apresentaram indice de marcacéo inferior a 50% das células.
Nosso estudo demonstrou uma sobrevida global em 5 anos de 46,5%
para os pacientes com SPM, com uma perda de seguimento de 10 pacientes
(9,6%). Com relacao a este parametro, confirmamos a importancia de fatores
prognosticos ja conhecidos na literatura, como o grau tumoral, o estagio
clinico-patolégico e a presenca de metastases a distancia®. A sobrevida dos
pacientes com tumores de baixo grau (63,7%) foi mais alta do que a dos
pacientes com tumores de alto grau (35,8%) (p=0,007), como ja esperado.
Quando a sobrevida em cinco anos foi analisada em relacdo aos
diferentes estagios clinicopatoldgicos, uma diferenca estatisticamente
significativa (p<0,001) foi observada. A sobrevida dos pacientes que
apresentavam estagio clinico | foi de 85%, seguida dos pacientes com
estagio clinico Il (63,7%), estagio clinico Il (43,5%) e estagio clinico IV
(11,6%). Os pacientes com estagio clinico mais avancado e metastase a
distancia tiveram pior sobrevida. O tamanho do tumor ndo mostrou
correlagdo com a sobrevida nessa série (p=0,409), o que n&o se encontra de
acordo com as da literarura®’. Este resultado pode ter sido influenciado pelo
namero pequeno de pacientes com tumores menores que 5 centimetros, ou
seja, 19 pacientes (18,3%). Novos estudos com maior nimero de pacientes
com tumores menores que 5 centimetros deverao ser realizados para avaliar
a correlacdo com a sobrevida.
A sobrevida em cinco anos foi analisada em relagdo a presenca de
metastases locorregionais e metastases a distancia. As metastases
locorregionais né&o influenciaram significativamente a sobrevida dos

pacientes com SPM (p=0,242). Porém, pacientes com SPM e metastases a




distancia apresentaram sobrevida significativamente menor que aqueles que
nao apresentaram metéstases (p<0,001).

A sobrevida dos pacientes cujos tumores apresentaram
imunodeteccdo de p53 (39,9%) foi pior quando comparada ao grupo de
pacientes com tumores negativos para a imunodeteccdo de p53 (50,6%),
apesar desta diferenca nao ter sido estatisticamente significativa (p=0,279).
Outros estudos de séries mostraram resultados positivos para as correlacdes

entre a deteccdo de p53 e o progndstico dos pacientes com SPM 899194

|91

Hieken et al”> encontraram maior sobrevida para os pacientes cujos tumores

foram negativos para a imunodeteccdo de p53 (p<0,01). A imunodeteccéo de
p53 também foi um fator progndstico importante no estudo de Kawai et al®®,
no qual tanto a sobrevida global quanto a sobrevida livre de metastases
foram mais baixas para 0s pacientes que apresentaram tumores com

imunodeteccéao de p53 (p < 0,05).

Quando os indices de marcacao de p53 foram considerados, verificou-
se que o0s pacientes com imunodeteccdo em mais de 50% das células
tumorais apresentaram pior sobrevida (28,3%), quando comparados ao
grupo com imunodetec¢do menor que 50% (85,7%) (p=0,015). Cordon-Cardo

et al.%®

avaliaram a imunodeteccdo de p53 em sarcomas de partes moles e
obtiveram resultados positivos em 26% dos seus casos, observando
correlagdo positiva com o grau tumoral e reducéo significativa da sobrevida,
guando os indices de marcacédo eram maiores que 20% das células tumorais
(p= 0,004). Resultados semelhantes foram relatados nos estudos de Hieken

et al %

, pela técnica de Elisa e Western Blot, nos quais pacientes com
imunodeteccdo de p53 acima de 4,5ng apresentaram maior reducao da
sobrevida, comparados aos pacientes com expressdo de p53 abaixo de
4,5ng. A utilizacdo dos indices de marcacdo de p53 como ferramenta para
deteccdo de subgrupos de SPMs de pior prognéstico ainda depende da
realizacdo de mais estudos. Mutacfes de p53 podem interferir na modalidade
terapéutica a ser utilizada, ja que a quimioterapia a base de adriamicina e a

radioterapia agem por vias apoptoticas dependentes de p53. Assim, tais
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modalidades terapéuticas podem se tornar ineficazes no tratamento das

neoplasias com mutacées em p53 **.

E possivel que a andlise do presente estudo, a imuno-histoquimica
tenha subestimado mutacdes de p53 em sarcomas de partes moles (SPM),
porque algumas mutacdes como dele¢des bilaterais do gene P53, mutacdes
tipo nonsense ou aquelas em que a proteina p53 sofre alteracbes
conformacionais no epitopo reconhecido pelo anticorpo DO7, tornam
impossivel sua detecgdo pela técnica da imuno-histoquimica. Entretanto,
estes mecanismos de inativagdo sao excepcionais. Na maioria dos
pacientes, o tipo de mutacdo mais comum em p53 foi a troca de base Unica
(missense) e células com tais lesbes devem expressar altos niveis de
proteina mutante®®.

Existe também a possibilidade do produto de gene TP53 ndo mutado
ser detectado pela imuno-histoquimica, ou seja, quando esta proteina se
torna disfuncional, formando complexos com proteinas oncogénicas virais,
como no caso das proteinas do SV-40 e proteinas do papilomavirus humano
(HPV). Nessas circunstancias, alteragdes de p53 ndo podem ser detectadas
por meio de analises de DNA. A analise imuno-histoquimica de p53 pode ser
mais facilmente realizada, em comparacdo com reacbes do tipo PCR
(Polymerase Chain Reaction), SSCP (Single-Strand Conformation
Polymorphism Analysis) e sequenciamento do DNA.

Apesar das limitagbes do meétodo, como acima descritos, a
imunodeteccdo de p53 continua sendo uma excelente técnica para seu
estudo em séries retrospectivas e andlises anatomo-patologicas. A
imunodeteccdo de p53 deve ser considerada como fator progndstico e
marcador do comportamento biolégico mais agressivo destes tumores. O
indice de imunomarcacdo quando encontrado em mais de 50% das células
tumorais parece ter maior influéncia na sobrevida dos pacientes com SPM

gue a imunodeteccéo isoladamente.




CONCLUSOES

Com base no estudo realizado, podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

Nenhuma relagdo estatisticamente significativa foi detectada
entre a imunodetec¢do de p53 e 0s aspectos clinicopatolégicos
estudados, como: tamanho do tumor, metastases linfonodais e a
distancia, grau tumoral, idade agrupada, género e estagio clinico-
patolégico.

A imunodeteccdo de p53, investigada nos diferentes tipos
histologicos dos SPM revelou 41 casos positivos (39,4%), dos
quais o fibrossarcoma foi o tipo histolégico com maior
porcentagem de imunodeteccdao (29,2%), seguido do
leiomiossarcoma (19,5%) e do lipossarcoma (4,8%). Os
sarcomas sem outras especificacbes (SOE) contribuiram com
21,9% dos casos.

A imunodeteccao de p53, positiva em 41 casos (39,4%) de SPM,
revelou indices de marcagdo superiores a 50% em 32 casos
(78%), e inferiores a 50% em 9 casos (22%).

A sobrevida em cinco anos foi maior para os pacientes cuja
imunodeteccdo da proteina p53 foi negativa (50,6%), quando
comparados aqueles nos quais a imunodeteccdo foi positiva
(39,9%). Entretanto a diferenca entre os dois grupos néo teve
significancia estatistica (p=0,279).

O papel prognostico da proteina p53, estudado no grupo de 104
pacientes com SPM, evidenciou que indices de marcacao
superiores a 50% das céluas tumorais relacionam-se de forma
inversa com a sobrevida em cinco anos, ou seja, pacientes cujos
tumores apresentaram indice de marcacdo superiores a 50%
apresentaram menor sobrevida (85,7%X28,3%) (p= 0,015).
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Portanto, o indice de marcacdao de p53 maior que 50% das
células tumorais pode ser utilizado como fator de pior prognostico
e assim, influenciar decisbes terapéuticas em relacdo a este

grupo de pacientes.
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4. Anexos

Anexo 1 - Classificacdo de Sarcomas de Partes Moles Segundo a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS). Traduzido, baseado em Fletcher et al, 2002.

TUMOURS CODIGO
TUMORES GORDUROSOS Lipossarcoma Desdiferenciado 8858/3
Lipossarcoma Mixoide 8852/3
Lipossarcoma de Células Redondas 8853/3
Lipossarcoma Pleomérfico 8854/3
Lipossarcoma Mixoide 8855/3
Lipossarcoma, ndo especificado 8850/3
TUMORES FIBROBLASTICOS / Fibrossarcoma do Adulto 8810/3
MIOFIBROBLASTICOS Mixofibrossarcoma 8811/3
Sarcoma Fibromixoide de Células Fusiformes Hialinizantes de Baixo 8811/3
Grau
Fibrossarcoma epitelidide esclerosante 8810/3
TUMORES FIBROHISTIOCITICOS Fibrohistiocitoma maligno pleomérfico /
Sarcoma pleomorfico indiferenciado 8830/3
Fibrohistiocitoma maligno de células gigantes / Sarcoma pleomorfico
indiferenciado de células gigantes
Fibrohistiocitoma maligno inflamatério / Sarcoma pleomérfico 8830/3
indiferenciado com proeminente inflamagéo 8830/3
TUMORES DE MUSCULQOS LISOS | Leiomiosarcoma (excluindo pele) 8890/3
TUMORES PERIVASCULARES Tumor glémico maligno 8711/3
(PERICITICOS)
TUMORES DE MUSCULOS Rabdomiossarcoma embrionario 8910/3
ESQUELETICOS (incl. células fusiformes, botrioide, anaplasico) 8912/3
Rabdomiossarcoma Alveolar 8910/3
(Incluindo: sdlido, anaplasico)
Rabdomiossarcoma pleomoérfico 8920/3
8901/3
TUMORES VASCULARES Sarcoma de Kaposi 9140/3
Hemangioendotelioma epitelidide 9133/3
Angiossarcoma de partes moles 9120/3
TUMORES DE DIFERENCIACAO Sinoviossarcoma 9040/3
INCERTA Sarcoma epitelidide 8804/3
Sarcoma alveolar de partes moles 9581/3
Sarcoma de células claras de partes moles 9044/3
Condrossarcoma mixoide extraesquelético 9231/3
PNET / Tumor de Ewing extraesquelético pPNET
Tumor de Ewing extraesquelético 9364/3
Tumor desmoplésico de células redondas pequenas 9260/3
Tumor rabddide extrarenal 8806/3
Mesengquimoma maligno
Neoplasias com diferenciacao de células claras perivascular 8963/3
(PEComa) 8990/3
tumor miomelanocitico de células claras 8800/3







Anexo 2 — Ficha de coleta de dados clinico-patolégicos de SPM — Hospital
Araujo Jorge — ACCG

BANCO DE DADOS RETROSPECTIVO

Numero
SARCOMAS DE PARTES MOLES
HOSPITAL ARAUJO JORGE -ACCG
DEPARTAMENTO DE TECIDO CONJUNTIVO E ORTOPEDIA
TlDENTIHCAcAo
1. Prontuano: 2. Nome:
3. Data de nascimento: / / 4.Sexo: (J1Masc ([J2Fem 5.ldade:

Il. LOCALIZAGAO/DIAGNOSTICO/ESTADIAMENTO

6. Localizagao: [J 1. cabega e pescogo [J 2.térax [J 3. parede abdominal (J 4. retroperitonio [J 5. pelve
[} 6.intra-abdomibal (J 7. membro superior [J 8. membro inferior O 9.outos:

7. Biopsia fora: [J 1.Sim (JNao 8. Cirurgiafora: (J1.Sim ([J2 Nao 9. Dorlocal: (J1.Sim (J2. Nao

10.Histologia/[HQ:(J 1. fibrossarcoma [J 2.FHM [0 3.lipossarcoma (J 4 leiomiossarcoma [ 5.rabdomiossarcoma
[J 6. linfangio/ssarcoma (] 7 Kaposi [J 8. sarcoma sinovial [0 9. sarcoma epitelidide
[J10. TON 011.GIST 0 12. Ewing U12.PNET U 13. paraganglioma

[J 14.sarcoma alveolar (] 15. sarcoma SOE [ 16. outros

11. Estadiamento: 12. Tamanho: cm 13. Linfonodos: (J1.Sim O2.Nao
14.Grau: 0 1.baixo [J2.alto 15. Metastase: 0 1.Sim [J2.Nao 16.Ressec¢io de metastase: [J 1.Sim [J 2.N3o
17. Sitio metastatico: [J 1. pulmdo [ 2.figado [0 3.cérebro O 4.0sso J5.NA ([ 6.outros:

1l. NEOADJUVANCIA
18. Radioterapia neoadjuvante: (J 1.Sim (0 2.Nao 19. Dose: Gy
20. Quimioterapia neoadjuvante: (J1.Sim (0 2.Nao 21. Droga principal:

IV. TRATAMENTO CIRURGICO
22. Cirurgia: [J 1. Preservagao O 2. Amputag@o/ressec. 6rgdo  22. Margem: O 1.lvre [J 2.comprometida (0 3. NA
23.Complicagdes: 0 1. Sim J2.Nao 24.Tipo: O 1.Infecgdo [0 2. Deiscéncia O3.outras:

V. ADJUVANCIA/TRATAMENTO EXCLUSIVO CURATIVO
25. Radioterapia adiuvante: [ 1. Sim (J2. Nao 26. Dose: Gy
27. Quimioterapia adjuvante: (J1. Sim 0 2. Ndo  28.Droga principal :

29.Trat. paliativo inicial: (1. Sim (J02Nao 30. Tipo: J1.RT 00 2.QT 0O 3.Cirurgia O 4.Combinado:

V1. EVOLUGAO

30.Recoméncia: [J1.Sim [ 2.Nido 31.Padrdo: O 1.local 02 local+distancia O 3. distancia
32. Sitio metastatico: [J 1. pulmdo [ 2figado [ 3.cérebro O 4.0sso O 5.ndo O 6.outros:
33.Ressecgido de metastase: (0 1.Sim O 2.N3o 34. Tempo para recorréncia: meses
35.Situagdo atual: (J 1. vivo s/doenga O 2. vivo c/doenga O 3. perda de seguimento [J 4.6bito

36. Tempo de sequimeitto meses 37. Admissdo.___/ / 38.Ultima consulta: / /

Apenas sarcomas de partes moles. Se tratamento paliativo(29), apenas itens |, Il e VI36-39.NA=nao avalidvel : TON=tumor de
oriegem neural,GIST= tumor estromal gastrintestinal; PNET=tumor neuroectodérmico




Anexo 3 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da ACCG (CEPACCG)

CEP/ACCG - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ASSOCIACAO DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS

PROTOCOLO CEPACCG N° 004/06 Goiania, 19/06/2006.
INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Dr. Wilmar José Manoel

TITULO: “Imunoexpressdo da proteina p53 em sarcoma de partes
moles no adulto: caracterizagao genética e epidemiolégica ”

Area Tematica: Grupo | — Genética Humana
Local de Realizagdo: ACCG/Hospital Aratjo Jorge/Tecido Conjuntivo

Senhor Pesquisador,

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da Associagao de
Combate ao Céncer em Goids, apés a analise das respostas
apresentadas, conforme solicitacdo, aprovou sem restricées o

projeto de Pesquisa acima referido, e o0 mesmo foi considerado em
acordo com os principios éticos vigentes.

= Ha necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

-0 pesquisador responsavel deverd encaminhar ao CEPACCG,
relatorios trimestrais do andamento da pesquisa, encerramento,
conclusao(des) e publicagao(des).

Coordenad o CEPACCG




Anexo 4 — Parecer da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)

MINISTERIC DA BAGDE
Conseiho Nicional de Sadda
Comisedo hacional de Etica em Pesqu sa - CONEP

PARECER N° 1283/2006

Rogistro CONEP: 13205 (Ests n* deve ser citado nu 8 comespondanciaii re'srentes & oste projeto)

Registro CEP: 004/2008 Processo n° 88000.112738/2006-43
Projeto de Pesquisa: “imuncexpressdo da proteina p53 em sarcomas de partes
moles ne adulto. Carac'erizagdo genélica e epilemioibgica’.

Pesquisador Responsével: Dr. Wilmar José Manosi

instituicdo: Hospital Aradjo Jorge /GO

Area Tematica Especiul: Genética humana

Ao se proceder § andlise do projeto de pesquisa em quesilc, em resposta ac
Farecer CONEP n® 870,2006. cabem as seguintss consiieragous:

2} O pesquisador ecrescentou ac protocolo como serd feita a cofrglachc da
sxpress@o protéica com ¢ tumor @ outras variantes, conforma solicitade.

b) A justificativa para a néic obtenclic do Termo de Cansentimento Livre e
Esclarecido fol aceita pelo CEP com base no tipo de inferinaclc s s&r obtida
nos prontudrios, de forma retrogpectiva, asenas para célolic da sobrevidz sam
identificag8o dos jacientes.

¢} As informagdes enviadas atendem sos :8pectos fundarmentais da Res CNS
198/86 sobre direirizes & normas regulameniadoras de pesquisas envolvande
seres humanos.

d) O projeto foi aprovado peic Comité de Etica em Pesquisa = CEP da instituiggo
supracitada.

Disnte do exposto, s Comisslo Nacional de Etica em Fesquisa - CONEP,
de acorde com @ atribuicées definidas na Res. CNE 196/84, nanifesta-se pela
aprovagio do projeto do pasquisa proposto.

Situacdo: Protocolo aprovedo.

Brasilis, 07 de dezembro de 2006,

e Sagdi T‘;nnous

Coordenadora interina da CONEP/ICNS/MYS
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