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Resumo 

Amary, MFC.  Detecção da fusão SS18-SSX em material parafinado e 
comparação de métodos moleculares como ferramentas no diagnóstico do 
Sarcoma Sinovial [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade 
de São Paulo; 2007.  100p. 
 

O Sarcoma Sinovial revela consistentemente t(X;18) resultando em SS18-

SSX1, SS18-SSX2 e raramente SS18-SSX4. Dos 328 casos incluídos neste 

estudo, Sarcoma Sinovial foi considerado a primeira possibilidade 

diagnóstica ou um importante diagnóstico diferencial em 134 casos: destes, 

cDNA de qualidade foi obtido em 131. A fusão SS18-SSX foi identificada em 

126 (96%) casos (74 SS18-SSX1, 52 SS18-SSX2) através de qRT-PCR e 

120 (92%) por RT-PCR convencional. 101 casos no array de tecidos, 

analisados por FISH, revelaram que 87 (86%) mostraram rearranjo do SS18. 

Quatro casos positivos por RT-PCR mostraram perda de um sinal spectrum 

green e 15 casos revelaram cópias múltiplas de SS18: ambos os achados 

são potencialmente problemáticos na interpretação de resultados. Um dos 3 

casos não analisados por RT-PCR por não ter gerado cDNA de qualidade, 

foi positivo por FISH. A fusão SS18-SSX1 foi demonstrada em 56 SS 

monofásicos e 18 SS bifásicos. SS18-SSX2 foi detectada em 41 

monofásicos e 11 bifásicos. Áreas pouco diferenciadas foram identificadas 

em 44 casos (31%). Não houve correlação estatisticamente significante 

entre os subtipos bifásico, monofásico e o tipo de fusão. Cinco casos foram 

negativos através dos três métodos utilizados, três de localização pleural. 

Após correlação clínica, o diagnóstico de mesotelioma foi favorecido em um 

caso, tumor fibroso solitário em outro e o diagnóstico de sarcoma sem outras 

especificações no terceiro. A possibilidade do diagnóstico de TMBNP não 

pode ser excluída nos outros dois casos. Nós concluímos que os métodos 

moleculares são ferramentas auxiliares importantes para o diagnóstico de 

SS com 95% de sensibilidade e 100% de especificidade, mas os resultados 

devem ser interpretados à luz de características clínicas e dados imuno-

histoquímicos. 



 

 

Summary 

Amary, MFC.  Detection of SS18-SSX fusion transcripts in Formalin-Fixed 
Paraffin-Embedded tissue and comparison of molecular methods as 
diagnostic tools for Synovial Sarcoma [thesis]. São Paulo: “Faculdade de 
Medicina da Universidade de São Paulo”; 2007. 100p 
 
Synovial Sarcoma consistently harbors t(X;18) resulting in SS18-SSX1, 

SS18-SSX2 and rarely SS18-SSX4 fusion transcripts.  Of 328 cases included 

in our study, synovial sarcoma was either the primary diagnosis or was very 

high in the differential diagnosis in 134 cases: of these, amplifiable cDNA 

was obtained from 131.  SS18-SSX fusion products were found in 126 (96%) 

cases, (74 SS18-SSX1, 52 SS18-SSX2), using quantitative and 120 by 

conventional RT-PCR.  101 cases in a tissue microarray, analyzed by FISH, 

revealed that 87 (86%) showed SS18 rearrangement: 4 reverse transcriptase 

–polymerase chain reaction positive cases, reported as negative for FISH, 

showed loss of one spectrum green signal, and 15 cases had multiple copies 

of the SS18 gene: both findings are potentially problematic when interpreting 

results.  One of 3 cases, not analyzed by RT –PCR due to poor quality RNA, 

was positive by FISH.  SS18-SSX1 was present in 56 monophasic and 18 

biphasic synovial sarcoma:  SS18-SSX2 was detected in 41 monophasic and 

11 biphasic synovial sarcoma.  Poorly differentiated areas were identified in 

44 cases (31%).  There was no statistically significant association between 

biphasic, monophasic and fusion type. Five cases were negative for SS18 

rearrangement by all methods, 3 of which were pleural-sited neoplasms.  

Following clinical input, a diagnosis of mesothelioma was favored in one 

case, a sarcoma, not-otherwise specified in another and a solitary fibrous 

tumor in the third case.  The possibility of a malignant peripheral nerve 

sheath tumor could not be excluded in the other 2 cases. We concluded that 

the employment of a combination of molecular approaches is a powerful aid 

to diagnosing synovial sarcoma giving at least 96% sensitivity and 100% 

specificity but results must be interpreted in the light of other modalities such 

as clinical findings and immunohistochemical data. 
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Introdução / Revisão da Literatura 
 

1.1. Relevância Clínica 

 

O Sarcoma Sinovial (SS) é uma neoplasia que acomete, 

principalmente, as regiões para-articulares das extremidades nas 

proximidades de grandes articulações (1-5). Outras localizações menos 

freqüentes como cabeça e pescoço, cavidade pleural, coração, parede ou 

intra-abdominal, intravascular e intra-ósseo são descritas (6-11). Sua 

incidência varia na literatura, de 5,6% a 14% entre os sarcomas de tecidos 

moles (12;13). É mais prevalente em adolescentes e adultos jovens, entre 15 

e 40 anos de idade. Os homens são pouco mais acometidos que as 

mulheres, em razão de 1,2:1. Não há evidências de predileção por raça 

(12;14). 

A identificação desta neoplasia e a sua semelhança com o tecido 

sinovial normal foram reconhecidas há muito tempo na literatura, mas sua 

origem a partir de tecido sinovial nunca foi comprovada. A primeira descrição 

de Sarcoma Sinovial foi atribuída a Simon em 1865, apud Fisher (1998) (6), 

que relatou um tumor pedunculado, envolvendo o joelho direito de um 

homem de 46 anos. A descrição convincente mais antiga na literatura, 

porém, data de 1910. Seus autores, Lejars e Rubens-Duval, apud Fisher 

(1998) (6), realizaram um desenho do componente bifásico, comentando a 

possível combinação entre uma neoplasia epitelial e outra de tecido 

conectivo, denominando-a Endotelioma sinovial. Em 1927, Smith, apud Knox 
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(1936) (15), nomeou esta neoplasia como Sinovioma, apontando que a 

origem não era exclusivamente em articulações mas também em tendões, 

fáscias e aponeuroses. O termo Sarcoma Sinovial foi introduzido por Knox 

em 1936. Anteriormente, no final do Século XIX, estes tumores eram 

chamados de adenosarcoma, sarcoendotelioma sinovial, sarcomesotelioma 

e mesotelioma de articulações.  

A apresentação clínica mais freqüente é a presença de um tumor 

profundo, indolor ou doloroso. A duração dos sintomas varia muito. 

Geralmente, o tumor cresce lenta e insidiosamente, dando a falsa impressão 

de baixo grau de malignidade, e por isso, retardando o diagnóstico e o 

tratamento. Na maioria dos casos o tempo de história até o diagnóstico é de 

dois a quatro anos, mas existem casos de crescimento mais lento ou de dor 

incaracterística no sítio do tumor, que foram notadas por longos períodos de 

tempo, com relatos de até 25 anos (1-3;16). 

Considerada previamente como neoplasia, exclusivamente, de alto 

grau e de mau prognóstico, tem despertado mais recentemente o interesse 

de pesquisadores preocupados com a melhora da sobrevida. As diferentes 

casuísticas (14;17-22) têm procurado identificar possíveis fatores de 

prognóstico que possam, eventualmente, orientar melhor as diversas 

modalidades de tratamento. 

A dificuldade de estabelecer um critério de graduação não é exclusiva 

do Sarcoma Sinovial. Os sarcomas de tecidos moles representam um grupo 

heterogêneo e relativamente raro de tumores malignos, com grande 

variedade de tipos histológicos e de prognósticos. Vários sistemas de 

estadiamento e graduação foram, e vêm sendo criados, na tentativa de 
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correlacionar parâmetros clínicos e histológicos com o prognóstico, definindo 

um tratamento ideal para cada paciente. Existe um consenso na literatura, 

que o fator mais importante para previsão de sobrevida e desenvolvimento 

de metástases à distância, é a graduação histológica (23;24). A relativa 

raridade dos sarcomas e a complexidade de tipos histológicos, no entanto, 

freqüentemente dificulta a determinação precisa do grau histológico de 

malignidade, mesmo entre os profissionais mais experientes e 

especializados nesta área da patologia (13). 

  

A evolução e o prognóstico dos casos de Sarcoma Sinovial depende, 

como em outras neoplasias, de características do paciente, do tumor e do 

tratamento realizado. A porcentagem de sobrevida em cinco anos, reportada 

na literatura, varia de 36 a 76%, chegando a 82% em casos densamente 

calcificados. Já a sobrevida em dez anos varia de 20 a 63% (1;2;16;25-27). 

  

Os índices de recidiva local, após tratamento cirúrgico adequado ou 

com radioterapia adjuvante quando necessário, estão em torno de 28 a 36%. 

Lesões metastáticas ocorrem em aproximadamente metade dos casos, 

muitas delas aparecendo vários anos após o diagnóstico inicial. O principal 

sítio de metástase é o pulmão, seguido de linfonodos e do osso 

(12;14;16;28;29). 
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1.2. Tratamento  

 

 Existe um consenso na literatura que o tratamento deste grupo de 

sarcomas é primariamente cirúrgico, sendo que a extensão das margens 

cirúrgicas tem relação direta com o controle local da doença. A presença de 

margens cirúrgicas amplas e livres de neoplasia é estatisticamente 

representativa como fator de prognóstico. A melhor sobrevida também é 

alcançada quando os sarcomas são tratados em instituições especializadas 

e habituadas ao tratamento deste tipo de lesão (2;26;30). O uso da 

radioterapia é indicado por alguns autores como tratamento adjuvante no 

controle local da doença (31) e parece ter efeito significativamente benéfico 

nos casos tratados com ressecção marginal. Já, nos casos tratados com 

margens amplas ou ressecção radical, não houve diferenças quanto à 

recidiva, através da adição da radioterapia como método terapêutico (32-34).  

 A efetividade de quimioterapia adjuvante no tratamento do Sarcoma 

Sinovial é controversa, sendo utilizada principalmente nos casos do grupo 

pediátrico (30). Ladenstein et al. em 1993, estudando 31 pacientes do grupo 

pediátrico, tratados com quimioterapia associada ou não à exérese cirúrgica, 

encontraram maior porcentagem de sobrevida em cinco anos, quando 

comparativamente a outros trabalhos na literatura, o que, segundo os 

autores, indicaria um efeito benéfico do tratamento (31). Rosen et al. em 

1994, advogaram que o tratamento quimioterápico com altas doses de 

ifosfamida é benéfico e surpreendente em casos avançados, com resposta 

importante nas metástases (35). O trabalho recente de Spurrell et al., 

baseado na análise de 104 casos avançados de Sarcoma Sinovial aponta 
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para melhor sobrevida na utilização da combinação de doxorrubicina e 

ifosfamida como adjuvantes no tratamento do SS (36).  

 A presença de metástases pulmonares é considerada um evento pré-

terminal em pacientes portadores de sarcomas. O índice de sobrevida é 

menos favorável nos casos que desenvolveram metástases; a excisão da 

metástase pulmonar, entretanto, parece ter um grande impacto na sobrevida 

deste grupo de pacientes (25).   

 

1.3. Caracterização Morfológica - Fatores Prognósticos 

 

Classificado como tumor do tecido sinovial na primeira edição da 

Classificação da OMS, em 1969, teve sua relação com o tecido sinovial 

normal reconhecida durante muito tempo, que favoreceu sua origem a partir 

deste tecido (37;38). Na edição de 1994 desta classificação, aparece no 

grupo “miscelânea”(39). Na edição de 2002, está classificado no grupo de 

tumores de origem incerta (40). Os sinoviocitos normais reagem somente 

com anticorpo anti-vimentina e não reagem com anti-CK; não apresentam 

microvilosidades, junções complexas, estruturas semelhantes a 

desmossomos ou a lâmina basal à microscopia eletrônica. Tais dados, que 

contrariam a origem desta neoplasia a partir de células sinoviais, surgiram 

em bases imuno-histoquímicas e ultra-estruturais. A linha exata de 

diferenciação do Sarcoma Sinovial ainda permanece indeterminada (41-47).
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Esta neoplasia exibe ampla gama de aspectos histológicos. Seu 

diagnóstico tem sido aventado com o reconhecimento dos seus subtipos 

histológicos e, cada vez mais, fundamentado através de métodos imuno-

histoquímicos e/ou citogenéticos complementares. Atualmente vem sendo 

considerado como o quarto tipo mais freqüente de sarcoma (5). 

 

São reconhecidos os seguintes subtipos histológicos: bifásico, 

monofásico e pouco diferenciado (14;22;43;48-52). Os tipos bifásico e 

monofásico fibroso são os mais freqüentes. O pouco diferenciado faz 

diagnóstico diferencial com grande número de tumores (5;52). O tipo 

clássico é o bifásico, com células epiteliais semelhantes a carcinoma, e 

outras fusiformes. Dependendo da predominância celular e do grau de 

diferenciação, o Sarcoma Sinovial forma um espectro morfológico entre os 

subtipos supracitados (5;12). 

 

O componente fusocelular é constituído por células curtas e 

alongadas, com escasso citoplasma e pouco ou nenhum pleomorfismo. A 

arquitetura celular é predominantemente formada por pequenos feixes 

compactos, sem o padrão em “espinha de peixe” do Fibrossarcoma. Há 

pouco estroma entre as células, mas pode haver abundante colágeno, por 

vezes hialinizado ou similar a osteóide (pseudo-osteóide). Entremeando as 

células fusiformes, no tipo monofásico fibroso, podem-se identificar células 

arredondadas que perdem muito de suas características fusiformes originais 

e, por vezes, assumem aspecto epitelióide (12;14). 
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O componente epitelial é, geralmente, menos proeminente, podendo 

assumir diversos arranjos – agrupamentos, ilhotas, blocos, estruturas 

glandulares ou, delimitando espaços em fendas. As células são 

arredondadas com citoplasmas demarcados, núcleos vesiculosos e com 

nucléolos evidentes (12;14). 

 

Alguns Sarcomas Sinoviais podem exibir componente pouco 

diferenciado em focos ou extensas áreas. Tal componente foi, inicialmente, 

descrito como de células pequenas, redondas e hipercromáticas, em 

mantos, semelhantes ao Tumor Neuroectodérmico Primitivo (PNET) e ao 

Sarcoma de Ewing. Além do padrão pouco diferenciado de células 

pequenas, mais dois padrões são reconhecidos. Um deles é caracterizado 

como variante de células grandes atípicas, com elevada celularidade e 

pleomorfismo significante, citoplasma mais amplo e citologia intermediária 

entre células fusiformes e epiteliais. O outro padrão pouco diferenciado 

exibe células fusiformes no subtipo monofásico fibroso clássico, mas com 

elevado índice mitótico, com extensas áreas de necrose e padrão em 

“espinha de peixe”, como no Fibrossarcoma de alto grau (30;50;52). 

 

As células do Sarcoma Sinovial podem secretar dois tipos de material 

mucinoso. O primeiro, nos espaços pseudo-glandulares, que se cora 

positivamente pelo Ácido Periódico de Schiff (PAS), ferro coloidal, azul 

alciano e mucicarmim. O segundo, mucina estromal ou mesenquimal, que é 

elaborada pelas células fusiformes, e também se cora positivamente para 

ferro coloidal e azul alciano, mas é PAS negativo (5;43;53).  
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Quanto ao valor do subtipo histológico como fator de prognóstico, 

alguns autores (17;54) advogaram pior prognóstico para o subtipo 

Monofásico Fibroso, quando comparado ao Bifásico. Entretanto, outros 

autores (16;37;54;55) não apontaram diferenças entre os subtipos 

Monofásico ou Bifásico quanto ao prognóstico.  

 

A partir da identificação do subtipo Pouco Diferenciado, os autores 

(16;50;56;57) têm concordado em afirmar que este subtipo está associado a 

pior prognóstico. Assim, Machen et al. em 1999 apontaram pior prognóstico 

naqueles casos que exibiam aspecto pouco diferenciado em mais de 20% 

da área tumoral (49).  

 

A presença de necrose e de alto índice mitótico está relacionada com 

pior evolução e baixa sobrevida (17;19;49;58). Outro fator que, mais 

freqüentemente, em numerosas séries, é relacionado ao pior prognóstico é o 

maior tamanho do tumor (14;21;22;28;49;54;59-63).  

  

Outros fatores como: idade, localização proximal, índice mitótico, 

índice de proliferação celular - Ki-67, imuno-expressão de HER2/neu, alto 

grau nuclear, necrose tumoral, células rabdóides, número de mastócitos, 

invasão óssea e estadiamento, foram apontados como fatores de 

prognóstico (49;64-68).  

Apesar do clássico consenso em se considerar o Sarcoma Sinovial 

uma neoplasia de alto grau de malignidade, algumas tentativas de 
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separação e agrupamento dos casos em relação ao prognóstico vêm sendo 

desenvolvidas. Cagle et al. em 1987, dividiram os Sarcomas Sinoviais em 

dois grupos: de alto e de baixo risco, baseando-se nos valores de corte - 

50% de área neoplásica formando glândulas; 15 figuras de mitose/dez CGA. 

Com acompanhamento médio de 41 meses, a sobrevida entre os grupos 

variou de 37% nos de alto risco a 100% nos casos de baixo risco (17).  

 Também buscando a separação em dois grupos, de alto e de baixo 

risco, Bergh et al., em 1999, estudaram dados clínicos e histológicos de 121 

pacientes e concluíram que o fator de maior importância prognóstica foi a 

morfologia pouco diferenciada (16). 

 O Grupo Escandinavo de Sarcoma (22) separou os casos de 

Sarcoma Sinovial em dois subgrupos, histologia favorável ou histologia 

desfavorável, usando critérios puramente histológicos. O primeiro seria 

representado por tumores grau III nos sistemas de graduação convencionais 

propostos por Broders em 1939 (69); isto é, lesões sem atipias significativas 

e na maioria das vezes sem necrose e com contagem mitótica menor que 

dez mitoses / dez campos de grande aumento. O grupo de histologia 

desfavorável incluiria os tumores grau IV, representados pelos chamados 

Sarcomas Sinoviais pouco diferenciados e pelos subtipos bifásico e 

monofásico com atipias nucleares proeminentes, além de alta celularidade 

com aglomerados nucleares, necrose e contagem mitótica acima de dez 

mitoses/dez campos de grande aumento. Essa designação, segundo os 

autores, tem maior significância prognóstica que qualquer um dos fatores 

histológicos estudados isoladamente. A sobrevida sem metástases no 
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primeiro grupo, em cinco anos, foi de 83% comparada com 31% no segundo 

grupo designado como de histologia desfavorável (22). 

 Baptista et al., em no nosso meio, graduaram os casos de Sarcoma 

Sinovial em baixo e alto grau, encontrando correlação estatística com a 

sobrevida. Foram considerados como alto grau os casos que 

apresentassem, necessariamente, índice de atividade mitótica maior ou igual 

a cinco / dez CGA, necrose acima de 25% e grau de “glandularidade” abaixo 

de 50%. Segundo o autor, este foi o fator histológico de maior significância 

prognóstica (70).  

  

O estudo imuno-histoquímico dos componentes epitelial e fusiforme 

revela positividade para anticorpos anti-citoqueratina de alto e baixo pesos, 

e/ou antígeno epitelial de membrana (EMA), em todos os tumores do tipo 

bifásico e, em grande parte, dos monofásicos fibrosos. 

Em 1984, Corson et al. detectaram imuno-expressão focal de 

anticorpos anti-citoqueratinas em 50% dos casos do subtipo Monofásico 

Fibroso e, também, no componente de células fusiformes do subtipo bifásico 

(71). 

O anticorpo anti-citoqueratina (CK) é detectado nas áreas glandulares 

do subtipo bifásico e em células individuais, em cordões celulares ou em 

pequenos agrupamentos no subtipo Monofásico.  

A expressão do anticorpo anti-EMA ocorre nos Sarcomas Sinoviais 

com freqüência similar ou até mais alta que as citoqueratinas (72). No 

subtipo bifásico, nas estruturas glandulares, a positividade é mais intensa na 

superfície do lúmen (58).  
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Os trabalhos iniciais, em geral, apontaram maior freqüência de 

positividade de citoqueratina em relação ao EMA. Contrariamente, o estudo 

de Folpe et al. em 1998 e o de van de Rijn et al. em 1999, realizados em 

casos do subtipo pouco diferenciado, revelaram 100% e 95% de positividade 

para o EMA e; 66,6% e 40% de reatividade para citoqueratinas, 

respectivamente (48;52). Nossa experiência revela maior positividade para o 

EMA (100%) em relação às citoqueratinas (81%) na casuística inicial de 32 

Sarcomas Sinoviais estudados (73). 

 O uso de CK 7 e de outras citoqueratinas vem sendo incentivado para 

o diagnóstico diferencial entre os dois subtipos: monofásico e pouco 

diferenciado, de um lado e, os tumores neuroectodérmicos: Tumor Maligno 

da Bainha do Nervo Periférico (TMBNP) e PNET do outro. Os trabalhos 

(48;74;75) apontaram predominância de imuno-expressão de CK 7 e de CK 

19 nos Sarcomas Sinoviais, sendo negativos na maioria dos casos de PNET 

ou de TMBNP. 

 A imuno-expressão de proteína S-100 nos Sarcomas Sinoviais varia 

na literatura, chegando até 63% (52). 

A ausência de áreas típicas no subtipo pouco diferenciado pode 

prejudicar bastante o diagnóstico, pois estas neoplasias compartilham 

características histológicas e imuno-histoquímicas como CD99, Calponina, 

proteína S-100 e CK com outros tumores como o PNET, o TMBNP e o 

Sarcoma de Ewing (48;52;56;76).  

Quanto à análise da expressão imuno-histoquímica do bcl-2 em 

Sarcoma Sinovial, os diversos estudos (73;77-79) passaram a associá-la 
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não com o prognóstico, mas como técnica adjuvante no diagnóstico deste 

tipo particular de Sarcoma. 

 Em 1996, Hirakawa et al., encontraram imuno-expressão da proteína 

bcl-2 em 15 de 19 casos de Sarcoma Sinovial, sem correlação estatística 

com baixa sobrevida. Os outros sarcomas analisados neste estudo, incluindo 

20 Leiomiossarcomas, quatro TMBNP e quatro Fibrossarcomas, foram todos 

negativos para este marcador (80).  

Suster et al. em 1998, sugeriram a utilização dos anticorpos anti-

proteína bcl-2 e anti-CD34, combinados como parte de um painel para o 

diagnóstico diferencial entre os Sarcomas de células fusiformes (81). Neste 

estudo, os autores encontraram positividade para proteína bcl-2 e 

negatividade para CD-34 em todos os casos de Sarcoma Sinovial. 

Estudando outros tumores fusocelulares, os autores não encontraram forte 

imuno-marcação para a proteína bcl-2 em nenhum tipo de sarcoma que 

participa do diagnóstico diferencial com esta neoplasia. Concluíram que o 

marcador pode ser extremamente útil no diagnóstico de Sarcoma Sinovial, 

especialmente nos casos com pouca ou nenhuma imuno-expressão de 

marcadores epiteliais (80-83).  

A combinação da imunorreatividade para CK, EMA, bcl-2, com 

ausência de marcação para CD34 é importante ferramenta diagnóstica para 

os casos de Sarcoma Sinovial monofásico fibroso e pouco diferenciado 

(73;84) 

Trabalhos que analisaram o p53 como fator prognóstico, englobaram 

séries de diversos tipos histológicos de sarcoma, e não um grupo de 

tumores do mesmo tipo (30;85-87). 
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 A experiência do Grupo Escandinavo de Sarcoma em 86 pacientes 

com Sarcoma Sinovial primário, mostrou que a expressão imuno-

histoquímica da proteína p53 não apresentou correlação estatisticamente 

significante em relação ao prognóstico (57). O estudo de ODA et al. em 2000 

corroborou este resultado (88). 

 Antonescu et al. em 2000, relacionaram a imuno-expressão da 

proteína p53 e o alto índice proliferativo Ki67, como fatores implicantes em 

pior prognóstico (89). 

  

Quanto ao aspecto ultra-estrutural, as células epiteliais apresentam 

núcleos ovóides, abundante citoplasma contendo mitocôndrias, complexo de 

Golgi proeminente, lisossomos, raros agregados paranucleares de 

filamentos intermediários e retículo endoplasmático liso e rugoso. Estas 

células são poligonais ou cilíndricas, dispostas em agregados ou formando 

estruturas glandulares, com microvilosidades na superfície intercelular ou na 

face da célula voltada para a luz pseudoglandular. A luz glandular pode 

conter material amorfo, mas não foi encontrada mucina intracelular. Estas 

células são conectadas por junções complexas, zona aderente ou estruturas 

semelhantes a desmossomos. Os agregados de células epiteliais estão 

separados do componente fusocelular por lâmina basal (5;41;43). 

O componente de células fusiformes do Sarcoma Sinovial bifásico e o 

monofásico fibroso são semelhantes sob o aspecto ultra-estrutural (5;43). As 

áreas fusocelulares estão entremeadas por substância amorfa e fibras 

colágenas. Processos citoplasmáticos e, ocasionalmente, microvilosidades 

são encontrados em espaços intercelulares ou em fendas de vários 
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tamanhos. Junções e estruturas semelhantes aos desmossomos podem ser 

encontradas entre as células que estão ou não margeando os espaços 

intercelulares. Muitas células nas áreas fusocelulares, na avaliação ultra-

estrutural, são arredondadas ou poligonais, lembrando as células epiteliais 

do componente bifásico e correspondendo aos tipos celulares intermediários 

que podem ser identificados na microscopia óptica. Podem-se identificar 

também nestas áreas, agregados celulares entremeados por fragmentos de 

lâmina basal (5;41;90).  

 A característica ultra-estrutural essencial para o diagnóstico de 

Sarcoma Sinovial é, certamente, a presença de diferenciação epitelial, 

reconhecida como: espaços intercelulares contendo processos 

citoplasmáticos, presença de junções intercelulares e grupos de células 

envoltos por lâmina basal no componente bifásico (41). 

 

 

 

1.4. Caracterização Citogenética e Molecular   

 

 Entre os sarcomas de células fusiformes, o Sarcoma Sinovial 

representa um dos raros tumores com alteração genética adquirida 

característica (91). A maioria dos sarcomas fusocelulares compartilha a 

tendência para a complexidade de alterações do cariótipo com os sarcomas 

pleomórficos (92). 

A análise citogenética revela de forma consistente a translocação 

recíproca entre os cromossomos X e 18 t(X;18)(p11.2;q11.2) (93-95), que 
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resulta em genes quiméricos intimamente relacionados: SS18-SSX1; SS18-

SSX2 e, raramente SS18-SSX4. O ponto de quebra que dá origem à 

translocação, geralmente está em seqüências intrônicas, tanto no gene 

SS18 (também conhecido como SYT) como nos genes SSX envolvidos (91). 

Na grande maioria dos SS a fusão de SS18 com SSX1 ou SSX2 envolve as 

mesmas áreas exônicas. O exon 10 em SS18 funde-se com o exon 6 em 

ambos SSX1 e SSX2. Variantes de fusão são raras e são descritas em 

casos isolados. (Figura 1) (96-109).  

A estrutura da família SSX de genes é muito similar. Existe mais de 

75% de homologia entre SSX1 e SSX2, sendo a maior diferença no exon 5 

(102;110;111). Foram identificados até agora nove genes da família SSX, 

todos localizados no cromossomo X, que apresentam 73 a 93% de 

homologia na seqüência de aminoácidos e 88 a 96% de homologia nas 

sequências gênicas (111).  

A porção protéica determinada por SS18 parece agir como um fator 

de transcrição, enquanto o SSX como um repressor da transcrição (112). 

Mas a proteína codificada tanto por SS18 como SSX não possui um fator 

ligante de DNA; sua ação, portanto, provavelmente ocorre através de 

interações proteína-proteína (112). Recentemente, a função da proteína 

SS18 foi relacionada à ativação de um co-ativador de receptor hormonal 

nuclear, também relacionado à regulação da transcrição (113). Os modelos 

de estudo da função da proteína quimérica SS18-SSX tentam estabelecer 

qual ação na transcrição seria dominante (114).  A função da proteína 

quimérica SS18-SSX e sua relação com o desenvolvimento e progressão da 
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neoplasia permanecem desconhecidas, assim como o mecanismo através 

do qual tal translocação ocorre (91).  

 

Desde a identificação da translocação t(X;18) dando origem à fusão 

SS18-SSX, diversos estudos tem sido publicados analisando vários 

aspectos de tal detecção. 

 Os primeiros trabalhos com material parafinado foram realizados por 

Nagao et al. em 1996, que revelando presença de marcações nucleares pelo 

método de FISH em 25 de 28 casos diagnosticados como Sarcoma Sinovial 

para detecção da translocação t(X;18)(115). Tsuji et al. em 1998, avaliaram 

32 casos através do método de RT-PCR em material parafinado, detectando 

a fusão SS18-SSX em 30 casos (92%) (116). Dos 23 casos monofásicos, 16 

mostraram a fusão SS18-SSX1. Dos sete casos bifásicos, um revelou fusão 

SS18-SSX2, contrariando outros estudos que relacionavam este subtipo 

exclusivamente com a fusão SS18-SSX1 (117;118).  

A maioria dos trabalhos com Sarcoma Sinovial, entretanto, tem 

utilizado material a fresco / congelado isoladamente ou em conjunto com 

material parafinado para o estudo citogenético ou molecular, com grande 

porcentagem de positividade nos diferentes métodos utilizados 

(99;102;104;107;117-129) 
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Figura 1. Diagrama representando os locais de fusão entre os genes SS18 
e SSX1 (A), SSX2 (B) e SSX4 (C). As seqüências envolvidas na região 
exônica da fusão estão representados.  
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 Estudando a fusão entre os genes SS18 e SSX através da técnica de 

RT-PCR em 45 casos, Kawai et al. em 1998, detectaram melhor sobrevida 

sem metástases nos casos de fusão SS18-SSX2 (117). Os autores também 

relataram que todos os 12 casos bifásicos estudados mostraram a fusão 

SS18-SSX1. 

 Nilsson et al. em 1999, do Grupo Escandinavo de Sarcomas, 

estudaram o padrão de fusão SS18-SSX, comparando com a evolução e a 

porcentagem de positividade para o Ki-67 (102). Os autores concluíram ser 

significantemente menor a sobrevida em pacientes com imunomarcação 

para o anticorpo Ki-67 em 10% ou mais das células neoplásicas. A sobrevida 

sem metástases em cinco anos foi de 42% em pacientes com fusão SS18-

SSX1 e de 89% em pacientes com fusão SS18-SSX2, detectadas por RT-

PCR. Houve também associação estatisticamente significante entre o tipo de 

fusão SS18-SSX1 e a positividade para Ki-67 acima de 10%. Os autores 

relatam ainda que o padrão SS18-SSX2 foi exclusivo dos casos 

monofásicos e concluíram que a fusão SS18-SSX1 é relacionada ao pior 

prognóstico, apesar de julgarem necessário estudo maior, com análise 

multivariada.  

 Inagaki et al. em 2000, estudando 19 casos, demonstraram 

correlação entre o tipo de fusão SS18-SSX1, o alto índice mitótico e a maior 

imuno-expressão de Ki-67 (18). Não houve correlação entre o tipo de fusão 

SS18-SSX e a imuno-expressão de p53 e de bcl-2. 

 A necessidade de teste molecular em SS também foi abordada por 

Coindre et al. através de 204 amostras de tumores sucessivos que poderiam 

representar SS. A neoplasia foi classificada como “Provável” – quando o 
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primeiro diagnóstico contemplado foi SS; “Possível” – quando SS não foi o 

primeiro diagnóstico contemplado. 87% (177) dos casos apresentou RNA 

com qualidade suficiente para permitir investigação molecular. 54% (104) 

dos casos foram positivos para SS18-SSX. Os autores concluem que o teste 

molecular é muito útil, principalmente quando SS não foi o principal 

diagnóstico contemplado (130).  

 

Ladanyi et al, em um grande estudo multi-institucional retrospectivo 

de 243 pacientes com Sarcoma Sinovial, detectaram que a fusão SS18-SSX 

é o fator de prognóstico mais significante quando, no momento do 

diagnóstico, verifica-se que a doença está localizada (131). A sobrevida foi 

melhor em pacientes com a fusão SS18-SSX2. Detectaram também uma 

tendência para doença metastática nos pacientes com fusão SS18-SSX1. 

Neste estudo foram somente considerados dois subtipos histológicos: 

bifásico e monofásico. Os casos pouco diferenciados foram classificados 

como monofásicos(131). 

 

Cento e sessenta e cinco portadores de Sarcoma Sinovial t(X;18) 

positivo de instituições na França, Suíça e Bélgica foram estudados através 

da técnica de RT-PCR, seguida por enzimas de restrição para diferenciação 

entre os tipos de fusão SS18-SSX1 e SS18-SSX2 (132). Os autores não 

encontraram relação entre o tipo de fusão e pior prognóstico em ambas as 

análises: sobrevida sem doença e sobrevida sem metástases. Contrariando 

estudos anteriores, (57;117;124;131), a presença da fusão SS18-SSX2 

mostrou tendência a comportamento biológico mais agressivo . Graduação 
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histológica foi o fator independente de prognóstico neste estudo. Grau 3 

(FNCLCC) (133) foi o fator mais importante relacionado à redução de 

sobrevida (132). 

 

Apesar das exceções, o tipo bifásico exibe mais frequentemente a 

fusão SS18-SSX1, enquanto o monofásico parece envolver igualmente os 

genes SSX1 e SSX2 (134). Esta diferença mostrou-se estatisticamente 

significante (P<0.001) na meta-análise realizada na literatura que incluiu um 

total de 1033 casos de SS, dos quais 314 foram classificados como bifásicos 

e somente em 42 destes foi detectada a fusão SS18-SSX2 (Anexo 1) 

(99;102;104;117;118;120;121;124;125;128;134-143). Com isto, tem-se 

sugerido que a fusão SS18-SSX1 parece ser importante para a 

diferenciação epitelial (102). Raros casos individuais exibem a fusão SS18-

SSX4 (107). 

 

 

Tem-se estudado o tipo de fusão na avaliação da natureza do 

Sarcoma Sinovial, em relação à clonalidade e à histogênese do tipo bifásico 

(144). A detecção da fusão dos genes SYS e SSX1 em ambos os 

componentes de 3 casos de Sarcoma Sinovial bifásico, segundo Birdsall et 

al. em 1999 e Kasai et al. em 2000, fornece evidência direta da origem 

clonal e da natureza verdadeiramente bifásica desta neoplasia, apontando 

para a possibilidade de diferenciação das células neoplásicas (145;146). 

Este fato é corroborado pelo encontro de formas celulares intermediárias 

entre epitelial e mesenquimal, através de estudos ultra-estruturais. 
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Entre os fatores de prognóstico, observou-se em um estudo de 46 

casos de Sarcoma Sinovial analisando a ploidia do DNA através da 

citometria de fluxo, que a sobrevida foi melhor em casos diplóides (147). 

 

 Independente da sua função ou significado prognóstico, a fusão 

SS18-SSX pode ter um papel terapêutico através do uso de alvos 

específicos em imunoterapia. O primeiro teste terapêutico esta em 

andamento e tem sido bem tolerado (148). 

 

 O “padrão ouro” para o diagnóstico do Sarcoma Sinoviai é conflitante 

na literatura. O encontro da t (X;18) ou do seu produto (SS18-SSX) é o mais 

aceito por sua especificidade. O’Sullivan et al. em 2000, relataram a 

presença desta mesma alteração em casos de TMBNP, um dos principais 

diagnósticos diferenciais (149). Este trabalho foi duramente criticado na 

literatura e tal resultado não foi reproduzido (150). 

 A detecção da fusão SS18-SSX como “padrão ouro” permite a 

confirmação dos casos histologicamente diagnosticados como Sarcoma 

Sinovial para estudos subseqüentes e tratamento adequado. Esta detecção 

permite o diagnóstico de casos considerados como Neoplasias 

Indiferenciadas pelos métodos complementares de diagnóstico usualmente 

utilizados na rotina de patologia cirúrgica. 

 De forma adicional, a detecção molecular do tipo de fusão relaciona-

se com o subtipo histológico, prognóstico e deve colaborar para a 

compreensão das vias oncogenéticas desta neoplasia de origem incerta. 
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2. Objetivos 

 

• Analisar a presença da fusão SS18-SSX em ampla série de 

lesões fixadas em formalina e incluídas em parafina; 

 

• Comparar a eficácia de três métodos moleculares (RT-PCR 

convencional, qRT-PCR e FISH)  na detecção desta fusão; 

 

• Correlacionar o tipo de fusão SS18-SSX com o subtipo 

histológico, a localização e a presença de áreas pouco 

diferenciadas no Sarcoma Sinovial. 
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3. Métodos 
 

 

3.1. Casuística 

Cento e trinta e quatro casos, sendo 76 ressecções e 58 biopsias, 

foram selecionados para o estudo. O material foi proveniente dos arquivos 

do Serviço de Anatomia Patológica do Hospital Central da Irmandade da 

Santa Casa de Misericórdia de São Paulo (50 casos), no período de 1985 a 

2004; e dos arquivos do Departamento de Histopatologia do Royal National 

Ortophaedic Hospital, Londres, Grã Bretanha (73 casos). Onze casos que 

também foram incluídos no estudo foram enviados para diagnóstico de 

outros hospitais da Grã Bretanha e do Brasil. O material foi composto por 

biopsias e ressecções. Tecido normal e 194 tumores nos quais o diagnóstico 

de Sarcoma Sinovial foi excluído, também foram analisados e funcionaram 

como controle negativos, totalizando 328 casos. 

 

 

 

3.2. Métodos 

Os casos foram obtidos através de levantamento retrospectivo dos 

Sarcomas diagnosticados no Serviço de Anatomia Patológica da Santa Casa 

de São Paulo de 1985 a 2004 e no Departamento de Histopatologia do 

Royal Nacional Ortophaedic Hospital de 2002 a 2006, além de casos 

enviados para consulta ou complementação do trabalho. Foram revistos e 
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relacionados todos os casos com diagnóstico inicial de Sarcoma Sinovial e 

os casos onde o diagnóstico Sarcoma Sinovial foi aventado como um dos 

principais diagnósticos diferenciais.  

 Os laudos anátomo-patológicos, bem como os prontuários dos 

pacientes, quando disponíveis, foram revistos e dados clínicos foram 

anotados. 

 Cento e noventa e quatro outros casos foram incluídos no estudo e 

utilizados como controle negativo. A escolha destes casos baseou-se na 

disponibilidade de material para realização de estudo molecular, presença 

de consentimento informado assinado pelo paciente e em características 

histopatológicas que apontassem para outro diagnóstico que não Sarcoma 

Sinovial. 

 

 

3.2.1. Caracterização morfológica do Sarcoma Sinovial 

 

 

Todos os blocos de parafina disponíveis, em cada caso, foram 

separados. O material foi processado segundo as normas habituais de 

fixação e inclusão, empregadas na rotina dos Serviço de Anatomia 

Patológica da Santa Casa de São Paulo e do Royal National Ortophaedic 

Hospital. Os blocos foram recortados em secções de três micra (μm) de 

espessura. Seguiu-se a desparafinização em estufa e a coloração pela 

hematoxilina-eosina (HE). 
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O diagnóstico de Sarcoma Sinovial foi baseado em características 

morfológicas e imuno-histoquímicas descritas previamente, em resumo: 

- Subtipo bifásico (BI): incluídos os casos que continham células com 

características epitelióides, como amplo citoplasma, núcleos grandes e 

vesiculosos e, ainda, formação de blocos ou arranjos glandulares bem 

estabelecidos. O outro componente da neoplasia estava representado por 

células fusiformes com as características descritas no subtipo monofásico 

fibroso.  

 

- Subtipo monofásico fibroso (MF): incluídos os casos constituídos por 

células fusiformes curtas, com escasso citoplasma e núcleos ovalados com 

cromatina regularmente distribuída, células estas dispostas em feixes 

pequenos. 

 

Todos os casos foram avaliados para a presença de áreas pouco 

diferenciadas. Os casos foram classificados como contendo áreas pouco 

diferenciadas, quando cinco ou mais campos de pequeno aumento (lupa) 

contivessem áreas assim definidas (50): 

 

- arquitetura fascicular hipercelular semelhante a fibrossarcoma de alto grau 

ou tumor maligno da bainha do nervo periférico com áreas extensas de 

necrose, preservação de áreas neoplásicas perivasculares e alta atividade 

mitótica; 
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- áreas hipercelulares compostas por células redondas com características 

intermediárias entre células fusiformes e células epitelióides; 

 

- proliferação de células pequenas e redondas com núcleos hipercromáticos 

semelhantes a Sarcoma de Ewing / PNET. 

 

Figuras de mitoses foram contadas em dez campos consecutivos de 

grande aumento (1 CGA= 0.238 mm2) em “áreas quentes”; isto é, áreas 

onde havia aparentemente maior proliferação celular. Para tanto, todos os 

cortes histológicos obtidos dos blocos de parafina disponíveis em cada caso 

foram analisados. 

 

 

3.2.2. Imuno-histoquímica 

 

 

Os casos foram submetidos à reação imuno-histoquímica para os 

seguintes anticorpos: actina de músculo liso (1A4, diluição 1:25, Dako), 

desmina (DE-R-11, diluição 1:10, Dako), proteína S-100 (policlonal, diluição 

1:1600, Dako), antígeno epitelial de membrana - EMA (E-29, diluição 1:5, 

Dako), citoqueratinas (através do coquetel de anticorpos monoclonais 

AE1/AE3, diluição 1:50, Dako) e / ou (MNF116, diluição 1:100, Dako), CD99 

(clone 12E7, diluição 1:50, Dako), proteína bcl-2 (clone M0887, diluição 1:10, 

Dako) e CD34 (diluição 1:25, Dako). Todas as reações foram realizadas no 

array de tecido utilizando a máquina Ventana NexES Autostainer (Ventana 
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Medical Systems, Strasbourg, France) e reveladas através do 

Diaminobenzidine (DAB). 

Foi considerada positiva a reação com evidente marcação de células 

neoplásicas, independente do número de células imunomarcadas. 

 

 

3.2.3. Array de tecido 

 

 

Quatro arrays de tecido foram construídos usando o tissue arrayer 

manual (Beecher Instrumentos Inc., Sun Prarie, WI, EUA). Dos 134 casos 

iniciais, possuíamos, em 113 casos, material disponível para a realização do 

array. Duas áreas diferentes de cada caso foram marcadas nos blocos de 

parafina e um core de 0.6 mm de cada área foi retirado para a construção de 

cada array, que foi realizada em duplicata; isto é, procedemos à formação de 

dois arrays idênticos para 85 casos e dois arrays idênticos para 28 casos. 

Cento e dezessete cores de tecidos derivados de glândula salivar, rim, 

placenta e fígado foram usados como controle e marcas de orientação 

(Figura 2). 
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Figura 2. Planejamento esquemático da construção dos arrays de tecido 
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3.2.4. Extração do RNA 

 

 

Um bloco de parafina correspondente a cada caso foi cortado após 

limpeza com xilol e álcool absoluto do micrótomo e isolamento da área de 

corte. Uma área virgem da navalha foi utilizada para cada bloco. Duas fatias 

de 10 µm para ressecções ou 5 a 10 fatias de 10 µm para biópsias foram 

colocadas em microtubos de 1.5 ml livres de DNA e RNA. RNA foi extraído 

usando o kit comercial Optimum® FFPE RNA Isolation (Ambion, UK)  com 

adaptações que consistem em:  

1. Centrifugar o microtubo brevemente (10 segundos) para coletar o 

material no fundo do tubo. 

2. Adicionar 1ml de xilol ao material no tubo, misturar com o vortex por 10 

segundos e incubar a temperatura ambiente por 5-10 minutos. 

3. Centrifugar a amostra por 5 minutos para formar uma pellet no fundo e 

cuidadosamente remover o xilol por aspiração. 

4. Repetir passos 2 e 3. 

5. Adicional 1ml de álcool etílico a 100% e misturar vigorosamente no vortex 

por 10 segundos.  

6. Centrifugar a amostra por 5 minutos para formar uma pellet no fundo e 

cuidadosamente remover o álcool por aspiração. 

7. Repetir passos 5 e 6. 

8. Deixar o microtubo aberto aquecido a 37oC para secar completamente o 

material. 
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9. Adicionar solução de proteinase K composta por 10 µl de proteinase K e 

100 µl de solução tampão de digestão. Misturar bem a solução ao 

material para que este fique completamente imerso. Deixar a 37oC por 12 

horas. 

10. Pré-aquecer 30 µl de solução de eluição por amostra em microtubo livre 

de RNA a 75oC 

11. Preparar e rotular os cartuchos com filtro disponíveis no kit. 

12. Centrifugar os tubos com o material e adicionar 200 µl de tampão de 

extração de RNA, misturar com o vortex por 10 segundos. 

13. Centrifugar por 45 segundos e transferir metade da amostra (235 µl) para 

o cartucho com filtro. Centrifugar por 1 minuto à rotação máxima. 

Adicionar o restante e centrifugar por mais um minuto. 

14. Abrir o cartucho e desprezar o filtrado. 

15. Adicionar 180 µl de Solução para lavagem 1 e centrifugar por 1 minuto. 

Descartar o filtrado. 

16. Adicionar 180 µl de Solução para lavagem 2/3 previamente misturada 

com etanol e centrifugar por 1 minuto. Descartar o filtrado. 

17. Repetir passo 16. 

18. Centrifugar por 2 minutos para secar o filtro. Transferir o microfiltro para 

um novo microtubo e adicionar 20 µl da solução de eluição previamente 

aquecida. Centrifugar por 1 minuto. 

19. Passar o filtrado novamente pelo filtro e centrifugar por 1 minuto. 

20. Separar 1 µl  de RNA para quantificação e guardar o RNA imediatamente 

no freezer a -20oC para uso imediato ou a -80 oC para armazenamento.  
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3.2.5. Transcrição reversa 

  

A síntese de cDNA de uma fita a partir do RNA foi realizada utilizando 

Superscript II First-strand Synthesis kit com modificações segundo protocolo 

relatado a seguir: 

1. Misturar e centrifuguar todos os componentes do kit mantendo-os em 

gelo. 

2. Preparar a combinação do RNA com as seqüências iniciadoras (primers), 

adicionando a um microtubo de 0.5 ml livre de RNA e DNA  

• RNA (idealmente 2 µg) 

• Primer mix (G6PD AS + SSX1/2B, tabela 1)  1 µl (1pmol) 

• 10mM de nucleotídeos  1 µl 

• Água DEPC  (dietilpirocarbonato)  para completar 10 µl 

3. Incubar por 5 minutos a 65oC, depois colocar no gelo por 1 minuto e 

centrifugar brevemente. 

4. Adicionar a seguinte mistura por microtubo: 2 µl de 10xRT buffer, 4 µl de 

25mM MgCl2, 2 µl  de 0.1 M DTT (Dithiothreitol), 1 µl  de RNaseOUT e 1 

µl de Superscript III. 

5. Incubar a 50 oC por 50 minutos e centrifugar. 

6. Inativar a reação a 85 oC por 15 minutos, esfriar no gelo por 1 minuto, 

centrifugar. 

7. Adicionar 1 µl de RNase H a cada tubo e incubar por 20 min a 37 oC. 

8. Armazenar o cDNA no freezer a – 20 oC. 

 

 



 Métodos 

32 

3.2.6. Reação de cadeia em polimerase quantitativa (qPCR) 

  

 A reação de cadeia em polimerase quantitativa, também chamada 

Real time PCR, foi realizada no equipamento iCycle iQ detection system 

(Bio-Rad, UK) programado para leitura do fluorocromo FAM (6-carboxi-

fluoresceína).  

 As reações foram preparadas usando primers específicos (tabela 1) e 

sonda marcada com o fluorocromo FAM, ambos desenhados a partir dos 

locais de fusão entre SS18 e SSX conhecidos (figura 1). As reações foram 

preparados em um volume total de 25 µl contendo 12,5 µl de iQ Supermix, 

água ultrapura, 5pmol de cada primer e 1 pmol da sonda marcada com FAM. 

Os parâmetros do termociclador foram os seguintes: 3 minutos a 95 oC, 

seguido de 55 ciclos de 15 segundos a 94 oC e 1 minuto a 60 oC. A 

fluorescência foi constantemente monitorada através do computador no 

momento de anelamento (60 oC). O caso foi considerado positivo quando for 

atingido o limiar do ciclo (CT) no qual a fluorescência aumenta 

apreciavelmente além do fundo. O valor CT foi anotado para cada caso. 

 

Digestão por enzimas de restrição para detecção do subtipo SS18-

SSX gerado por qPRC. 

 

 Três microlitros de produto da reação de qPCR foram misturados a 

0.5µl da enzima de restrição, 1 µl de solução tampão e 5.5 µl água. A 

enzima utilizada foi a XmnI (New England Biolabs) derivado do 

Xanthomonas axonopodis. A solução foi incubada a 37 oC por duas horas. 
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 Os produtos foram separados através de eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 10%. Produtos não digeridos, mantendo 95 pares de bases 

foram interpretados como SS18-SSX1 e produtos digeridos em 56 e 39 

pares de base interpretados como SS18-SSX2. 

 

Tabela 1.  Primers, sonda e tamanho de produto esperado para for SS18, 

SSX and G6PD 
 Sequência dos Primers 5’ – 3’ Tamanho do 

produto (pb) 

Primers de 

Transcrição 

reversa 

SSX-1/2-B Anti-sense  CRTTTTGTGGGCCAGATGC  

G6PD Anti-sense  CGAAGTGCATCTGGCTCC  

 

Primers  

qRT-PCR  

 

SYT-B-RT Sense       AGAGGCCTTATGGATATGACCA  

SSX1-2-B Anti-sense CRTTTTGTGGGCCAGATGC  

Sonda: FAM-ATCATGCCCAAGAAGCCAGCAGAGG-TAMRA 

95 

Primers 

RT-PCR 

Convencional 

 

SSA Sense  AGACCAACACAGCCTGGACCAC 

SSX1 Anti-sense ACACTCCCTTCGAATCATTTTCG  

SSX2 Anti-sense GCACTTCCTCCGAATCATTTC 

SSX4 Anti-sense GCACTTCCTTCAAACCATTTTCT  

 

108 

Primers 

RT-PCR 

Convencional 

G6PD  

G6PD 86  Sense  ACGGCAACAGATACAAGAAC 

G6PD 141 Sense  CCAAGAAGCCGGGCATGT   

G6PD 200 Sense  GCGCAACGAGCTGGTGAT  

G6PD Anti-sense  CGAAGTGCATCTGGCTCC                         

86 

141 

200 

Primers 

RT-PCR 

Convencional 

variantes raras 

 

SYTexon9 Sense  AAGATGCATACCAGGGACCA 

SYTexon10 Sense CTACCCACAGGGACAAGGTC 

SSX1exon4 Anti-sense CTGGAAGTCTGTGGCCTGTT 

SSX2exon4 Anti-sense AAGTCTTCGGCCCGTTTATT 

SSX4exon3 Anti-sense GACGATTTTCTCCGAGGATTT 

SSX4exon7 Anti-sense ACCACCAGCTGCTTTCTCTC 

 

134 

155 

130 

150 

170 

pb pares de base 
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3.2.7. Reação de Cadeia em Polimerase Convencional 

 

A amplificação foi realizada em duplicata para cada caso, utilizando 

alíquotas de 1 µl de cDNA e primers específicos (tabela 1) gerados com 

base nos locais de fusão comumente observados para os genes SS18 e 

SSX no SS (figura 1).  

As reações foram preparados em um volume total de 25 µl contendo 

1x tampão II (Applied Biosystems, UK), água ultrapura, 200 µM de cada 

dNTP, 5pmol de cada primer, 1.5 mM de MgCl2 e 1 unidade da enzima 

Amplitaq Gold (Applied Biosystems, UK). Os parâmetros do termociclador 

seguiram o protocolo touchdown detalhado a seguir: 7 minutos a 95 oC, 

seguido por 45 segundos a 94 oC,  45 segundos a 66 oC, 1 minuto e trinta 

segundos a 72 oC. Esta seqüência foi seguida por redução de 1 oC  da 

temperatura de anelamento em cada ciclo até atingir 57 oC (10 ciclos); 

seguido por 30 ciclos com temperatura de anelamento a 56 oC e finalizando 

com 5 minutos a 72 oC. 

As fusões SS18-SSX1 e SS18-SSX2 foram separadas usando os 

pares de primers SSA-SSX1 e SSA-SSX2 respectivamente. Os produtos 

foram separados através de eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, 

revelados com brometo de etídio e visualizados por iluminação ultravioleta 

usando o sistema BioRad Gel Doc 2000™ . As amostras que geraram o 

produto esperado de 108 pb em ambas as reações (duplicadas) foram 

consideradas positivas. 
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3.2.8. Controles para RT-PCR 

 

Um controle negativo (sem DNA) e um controle positivo (gene de 

fusão SS18-SSX previamente sequenciado) foram utilizados em cada 

experimento. O gene housekeeping G6PD (Glicose-6-fosfato desidrogenase) 

foi amplificado através dos mesmos parâmetros e condições descritos para o 

RT-PCR convencional. Os primers foram estruturados para gerarem 

produtos de 86 pb, 141 pb e 200 pb para controle da qualidade do RNA.  

   

3.2.9. Hibridização in situ por fluorescência (FISH) 

 

 A técnica de FISH foi utilizada nos arrays de tecido após otimização 

do protocolo para utilização da sonda comercial de rearranjo gênico SYT de 

duas cores (LSI SYT Dual Colour Break-Apart Rearrangment Probe – Vysis, 

Abbott Laboratories, UK) . Os testes e a otimização do protocolo foram 

realizados em lâminas de metáfase e, posteriormente, em 10 casos de SS 

utilizando cortes completos de blocos de parafina oriundos de ressecção. 

 LSI SYT é composta de duas sondas de DNA desenhadas para 

serem posicionadas em ambos os lados do gene SS18. Uma sonda é 

marcada com fluorescência laranja (spectrum orange ™) e posicionada na 

região telomérica 5’ ao SS18 e contém 650 Kb. A outra sonda é marcada 

com fluorescência verde (spectrum green ™) e posicionada na região 

centromérica 3’ ao SS18 e contém 1040 Kb.  
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 Os blocos do array foram seccionados com 1 a 2 µm de espessura e 

os cortes foram posicionados em lâminas de vidro carregadas eletricamente 

para melhor fixação dos cortes. As lâminas foram aquecidas a 60oC por 12 

horas e desparafinadas através da imersão solução de xilol por 5 minutos 

(repetida por 3 vezes) e desidratadas em álcool etílico 3 x 3 minutos. 

Posteriormente, as lâminas foram imersas em solução de pré-tratamento 

(Paraffin Pretreatment reagent kit, Vysis) aquecida a 80oC por 50 minutos. 

Seguiu-se a imersão das lâminas em água destilada por 3 minutos e solução 

de proteinase (Paraffin Pretreatment reagent kit, Vysis) a 37oC por 20 

minutos, após a qual as lâminas foram lavadas com água destilada e 

desidratadas durante um minuto em solução de álcool etílico com 

concentrações crescentes (70%, 80% e 100%).  

 Após secagem a temperatura ambiente seguiu-se a aplicação de 10 

µl da mistura das sondas (1 µl das sondas marcadas, 2 µl de água destilada 

e 7 µl de tampão para hibridização) sobre cada lâmina. A lamínula foi 

posicionada e selada com cimento de borracha.  

 As lâminas foram desnaturadas por 5 minutos a 73oC e seguiu-se a 

hibridização por no mínimo 16 horas a 37oC. Os dois últimos passos foram 

realizados em câmera úmida (ThermoBrite hybridizer). 

 No dia seguinte, as lâminas foram lavadas em 2x solução de citrato 

de sódio salino (SSC) com 0,3%NP40 a temperatura ambiente por 5 minutos 

e a 73 oC por 2 minutos, repetindo, então, a lavagem a temperatura 

ambiente por 1 minuto. Após secagem no escuro, as lâminas foram 

montadas com Vectashield com e sem 4’6’ Diamino-2- fenilindoli (DAPI) em 

iguais proporções. As lamínulas foram seladas com esmalte de unha incolor.  
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 As lâminas foram analisadas sob fluorescência utilizando microscópio 

equipado com filtro triplo para DAPI/ FITC/ Rodamine e ligado a um 

microcomputador contendo o programa de registro AnalySIS (Olympus).   

 Cinqüenta núcleos claramente individualizados e contendo sinais 

inequívocos foram contados para cada caso. As sondas foram consideradas 

como separadas se tivessem mais do que o tamanho de um sinal de 

hibridização entre elas. Este valor foi escolhido porque a distância entre as 

sondas no cromossomo 18 íntegro é de 56Kb e a sonda menor tem o 

tamanho de 650Kb. Quando 20% ou mais núcleos apresentassem um sinal 

fusionado e dois sinais separados (laranja e verde), o caso foi considerado 

positivo para o rearranjo do gene SS18. A análise do FISH foi realizada sem 

conhecimento do resultado de RT-PCR. 

 

3.2.10. Análise estatística 

 

 

 A análise dos dados foi desenvolvida através de tabelas e testes 

produzidos no SPSS 10.0 for Windows. Para análise comparativa dos dados 

foi aplicado o Teste de Qui-quadrado  ou o Teste Exato de Fisher, a fim de 

verificar se existe associação entre as variáveis de interesse. Diferenças 

foram consideradas estatisticamente significantes se p<0.05. 
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4. Resultados 
 

4.1. Características clínicas e histológicas 

 

Sarcoma Sinovial foi o principal diagnóstico ou esteve entre os 

principais diferenciais em 134 casos com base em características clínicas, 

histológicas e imuno-histoquímicas. A idade dos pacientes variou de 5 a 81 

anos, média de 35 anos.  Quanto ao gênero, 65 pacientes do sexo feminino 

e 69 pacientes do sexo masculino (razão feminino:masculino de 1:1.06). 

 

Em 97 casos (72%), Sarcoma Sinovial foi concluído como o principal 

diagnóstico e em 37 casos (28%) Sarcoma Sinovial estava entre os 

principais diagnósticos diferenciais. 

 

Dos 134 casos estudados, 76 eram peças cirúrgicas e 58 eram 

biopsias. Necrose foi observada em 60 casos (45%). Em 9 casos (6%) a 

necrose foi focal (0-25%) da área tumoral, em 42 (31%) casos a necrose 

ocupava de 26 a 50% da área tumoral e em 9 casos (8%) a necrose 

ocupava mais de 50 % da área tumoral. Necrose não foi observada em 74 

casos (55%). 

Quanto à topografia, a maioria dos pacientes apresentava a neoplasia 

localizada nas nos membros (80%) O Sarcoma Sinovial incidiu 

preferencialmente nod membros inferiores (61%), quanto aos membros 

superiores, a freqüência foi de 19%. Já o tórax ocupou a terceira localização 

em termos de freqüência (Tabela 2). 
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Tabela 2. Localização anatômica de 134 neoplasias consideradas como 

Sarcoma Sinovial. 

Localização geral Casos Localização específica Casos 

  n %     n % 

Membro inferior 80 61%     

   Coxa  28 21% 

   Joelho  18 14% 

   Pé  12 9% 

   Perna   9 7% 

   Tornozelo  8 6% 

   Inguinal  3 2% 

   Nádega  2 2% 

Membro Superior 25 19%     

   Antebraço  7 5% 

   Braço  6 5% 

   Mão  5 4% 

   Ombro  4 3% 

   Cotovelo  1 1% 

   Ulna*  1 1% 

   Pulso  1 1% 

Tórax 17 13%     

   Pleura  6 5% 

   Pulmão  5 4% 

   Parede torácica 2 2% 

   Mediastinal 1 1% 

   Cardíaco  1 1% 

   Escapular  1 1% 

   Supraclavicular 1 1% 

Cabeça e pescoço 4 3%    

   Infratemporal  1 1% 

   Maxila  1 1% 

   Submental 1 1% 

   Supraglótico 1 1% 

Retroperitônio  2 2%     

   Rim  1 1% 

   Pararrenal 1 1% 

Indefinido 4 3%         

*ósseo (previamente descrito) 
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 4.1.1. Subtipo histológico 

  

Cento e três casos (77%) foram classificados como Sarcoma Sinovial 

monofásico fibroso e 31 casos (23%) como Sarcoma Sinovial bifásico. 

  

 Áreas pouco diferenciadas foram identificadas em 44 casos (33%). 

 

Tabela 3. Presença de áreas pouco diferenciadas por subtipo histológico 

Subtipo 
histológico  

n (%) 
 Presença de áreas  

pouco diferenciadas 
 n (%) 

    

Bifásico 31   (23%)  5    (4%) 

    

    

Monofásico  103   (77%)  39   (29%) 

    

    

Total  134   (100%)  44    (33%) 

 

  

Dos 44 casos contendo áreas pouco diferenciadas, 26 (62%) 

apresentavam áreas hipercelulares compostas por células redondas com 

características intermediárias entre células fusiformes e células epitelióides. 

Em 12 casos (28.5%) havia densa proliferação de células pequenas e 

redondas. Em quatro casos (9.5%) as áreas pouco diferenciadas eram 

caracterizadas por hipercelularidade com núcleos hipercromáticos, 

arquitetura fascicular, com áreas extensas de necrose, preservação de áreas 

neoplásicas perivasculares e alta atividade mitótica. 
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 4.1.2. Índice mitótico 

  

 

O índice mitótico, obtido através da contagem de figuras de mitose 

em dez CGA, variou de 1 a 54 figuras de mitose (média=13,5). Quando a 

análise foi restrita aos casos contendo áreas pouco diferenciadas, a 

contagem de figuras de mitose variou de 2 a 54 figuras de mitose 

(média=25,4).  

  

Quando o índice mitótico foi separado em três categorias, obtivemos 

os seguintes resultados: 

 

1 a 9 figuras de mitoses / 10CGA      =     66 casos  (50%) 

 

10 a 19 figuras de mitoses / 10CGA  =     29 casos  (22%) 

 

> 20  figuras de mitoses / 10CGA      =     37 casos  (28%) 

 

 Observamos correlação estatística entre a presença de mais de 20 

figuras de mitoses/dez CGA e presença de áreas pouco diferenciadas 

(p<0.001). 
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 4.1.3. Resultados imuno-histoquímicos 

 

 

 Encontramos positividade para anticorpo anti-citoqueratina em 80% 

dos casos. Dentre marcadores epiteliais, o EMA foi positivo em 98% dos 

casos. 

  

A presença do antígeno da proteína S-100 foi detectada em 22% dos 

casos. Nestes, a imuno-expressão foi focal.  

 

A imuno-expressão da proteína bcl-2 ocorreu em 97.5% dos casos e 

de CD99 em 70% dos casos. 

 

As células neoplásicas foram positivas para CD34 em apenas um 

caso. Todos os casos testados foram negativos para desmina e actina de 

músculo liso. 
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Figura 3. Microfotografia dos subtipos bifásico - HE (A);  AE1/AE3 (C); bcl-2 

(E) –Imuno-histoquímica 400X e monofásico fibroso - HE (B);  AE1/AE3 (D); 

bcl-2 (F) –Imuno-histoquímica 400X 
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Figura 4.  

Microfotografia de áreas pouco diferenciadas HE - 400X 
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4.2. Resultados quanto à detecção da fusão SS18-SSX 

 

Dos 134 analisados, três não geraram produtos usando os primers 

para a fusão SS18-SSX ou para o gene “housekeeping” G6PD (Glicose-6-

fosfato desidrogenase). Estes casos foram considerados como contendo 

RNA de qualidade insuficiente para a avaliação.  

  

Cento e trinta e um casos foram considerados como contendo RNA 

de qualidade suficiente para a análise, por gerarem produtos de 95 ou 108 

pb através dos primers para a fusão SS18-SSX e/ou produtos de 89 e 141 

pb através dos primers para G6PD. 

 

Dos 131 casos acima, 126 (96%) foram positivos por qRT-PCR; isto é, 

foram positivos para a fusão SS18-SSX. Os cinco casos negativos geraram 

produtos de 89, 141 e 200 pb para G6PD, indicando RNA de qualidade 

adequada na amostra.  

 

Dos mesmos 131 casos, 120 (92%) foram positivos por RT-PCR 

convencional, 119 amplificando produtos de 108 pb para SS18-SSX1 ou 

SSX18-SSX2 e um caso gerando um produto cerca de 50 pb maior que o 

esperado. Caso este que foi seqüenciado e descrito como uma variante da 

fusão SS18-SSX1. 
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A técnica de RT-PCR convencional não detectou a fusão SS18-SSX 

em 11 casos utilizando-se os primers desenhados para as fusões SS18-

SSX1, SS18-SSX2 e SS18-SSX4 na geração de produtos de 108 pb. Os 

mesmos 11 casos foram negativos para os primers desenhados para as 

variantes raras descritas (tabela 1), incluindo a variante SS18LI-SSX1. Cinco 

destes casos também foram negativos pela técnica de qRT-PCR. Dos seis 

casos restantes, a fusão SS18-SSX foi detectada em três casos utilizando os 

primers empregados nos experimentos de qRT-PCR (produtos de 95 pb) 

com os parâmetros e a metodologia do RT-PCR convencional.  

 

4.3. Resultados quanto ao tipo de fusão SS18-SSX 

 

Quanto ao tipo de fusão, 74 casos (59%) mostraram a fusão SS18-

SSX1 e 52 casos (41%) a fusão SS18-SSX2. 

 

Em 120 casos, o tipo de fusão foi determinado diretamente através 

dos primers específicos utilizados em RT-PCR convencional (tabela 1). Nos 

seis casos positivos por qRT-PCR mas negativos por RT-PCR convencional, 

o tipo de fusão foi determinado através da técnica de enzimas de restrição 

(SS18-SSX1 em quatro casos e SS18-SSX2 em dois casos). 
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Tabela 4. Relação entre tipo de fusão SS18-SSX e subtipo histológico 
Subtipo 
Histológico  
n   (%) 

Tipo de fusão 
SS18-SSX 

 
n 

Areas PD 
 n  (%) 

Tipo de fusão e  
áreas PD (n) 

     

Bifásico SS18-SSX1  18 5 SS18-SSX1 (3) 

31   (23%) SS18-SSX2  11  SS18-SSX2 (2) 

 Negativos 1   

 
N/A 1 

  

Monofásico SS18-SSX1  56 39 SS18-SSX1 (18) 

103  (77%) SS18-SSX2  41  SS18-SSX2 (18)  

 Negativos 4  Negativos (3) 

 N/A  2   

     

Total  SS18-SSX1  74 44 SS18-SSX1 (21) 
134  (100%) SS18-SSX2  52  SS18-SSX2 (20)  
 Negativos 5  Negativos 3 
  RNA insuficiente 3     

N/A = Não amplificado, PD = pouco diferenciado, n = número 

 

 

 

 

4.4. Análise estatística quanto ao tipo de fusão SS18-SSX 

 

O tipo de fusão foi confrontado com os seguintes parâmetros 

analisados: sexo, localização, presença de necrose, subtipo histológico, 

presença de áreas pouco diferenciadas, tipo de área pouco diferenciada, 

contagem de mitoses e marcadores imuno-histoquímicos. Os valores de p 

estão reportados na tabela 5.  
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Tabela 5. Relação entre tipo de fusão SS18-SSX e demais variáveis. 

 

 SS18-SSX1 SS18-SSX2 p 

Sexo feminino

masculino 

39 

35 

24 

28 
0.294 

Local membro inferior

membro superior

cabeça e pescoço / tórax

pélvis / retroperitônio

50 

15 

7 

2 

26 

10 

11 

1 

0.216 

Subtipo BP

MP

18 

56 

11 

41 
0.423 

PD ausente

presente

53 

21 

32 

20 
0.160 

Tipo de 

PD 

grandes células

pequenas células

hipercelular / células 

fusiformes

13 

8 

0 

13 

3 

3 
0.075 

Mitoses 

0-9/10CGA

10-19/10CGA

>20/10CGA

36 

19 

19 

26 

9 

16 

0.535 

CK 

IH 

negativo

positivo

8  

64  

16  

32  
0.003 

EMA 
negativo

positivo

1 

70 

1 

47 
0.646 

bcl-2 
negativo 

positivo

2 

70 

0 

48 
0.358 

S100 
negativo

positivo

56 

17 

37 

9 
0.405 
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Observou-se diferença estatisticamente significante entre a 

associação da variável citoqueratina e do tipo de fusão (p=0.003). Os casos 

negativos para citoqueratina estão associados à fusão SS18-SSX2, 

enquanto os casos positivos estão associados à fusão SS18-SSX1. 

 

 

 Ao confrontar a presença de áreas pouco diferenciadas com as 

demais variáveis, nota-se associação estatisticamente significante com 

índice mitótico (p<0.000). 

 

  

 Por sua vez, ao confrontar a presença de áreas pouco diferenciadas 

com o subtipo histológico, a associação não é tão clara quando analisada 

face às porcentagens; porém o subtipo bifásico não se mostra tão associado 

à presença de áreas pouco diferenciadas (tabela 6). 

 

 

Tabela 6. Relação entre subtipo histológico e presença de áreas pouco 

diferenciadas 

 

Subtipo  Ausência de 
áreas PD 

Presença de 
áreas PD 

p  
(t. de Fisher) 

 BP 26  (83.9%) 5  (16.1%) 

 MP 64  (62.1%) 39  (37.9%) 

Total  90 44 
0.018 
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4.5. Resultados dos casos utilizados como controle negativo 

 

 

 

Dos 194 casos representados por lesões que não foram consideradas 

compatíveis com SS, nenhum apresentou amplificação da fusão SS18-SSX.  

A maioria dos casos utilizados foi diagnosticada com outro tipo alteração 

molecular (Tabela 7). 

 

 

 
Tabela 7. Casos cujo diagnóstico de SS foi considerado improvável, 

analisados por RT-PCR para a fusão SS18-SSX e outras alterações. 

 

 n Resultado molecular 

 

PNET/ Sarcoma de Ewing  68 EWS-FLI1 

 7 EWS-ERG  

Lipossarcoma Mixóide 12 FUS-CHOP 

Sarcoma de células claras  8 EWS-ATF1 

Condrossarcoma mixóide extra-esquelético 4 EWS12-CHN3 

Rabdomiossarcoma alveolar 4 PAX -FKHR 

Tumor desmoplásico de pequenas células 2 EWS/WT1 

Sarcoma fibromixóide de baixo grau 4 FUS-CREB 

Outros tumores de osso e tecidos moles 85 -- 

Total 194   
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Figura 5. Análise de um caso de SS positivo, em duplicata para a fusão  SS18-

SSX1 por RT-PCR. Gel de poliacrilamida a 8%: Coluna M – marcador  de peso 

molecular (50pb); 1 e 5 - controles negativos; colunas 2 e 6 – controles positivo 

para SS18-SSX1 e SS18-SSX2 respectivamente; colunas 3 e 4 caso positivo em 

duplicata para SS18-SSX1; coluna 7 – negativo para SS18-SSX2. 

 

 
Figura 6. Resultado de qRT-PCR em 25 casos demonstrando diversos 

valores do limiar do ciclo (CT) . 

 

M  1    2   3   4    5   6    7 
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4.6. Resultados quanto à detecção de rearranjo de SS18 por FISH 

 

  

Dos 113 casos incluídos no array de tecido e submetidos à reação de 

FISH, 12 (11%) não puderam ser avaliados devido à perda do material 

durante o processamento da reação (n=4) ou sinal de fluorescência ausente 

ou muito fraco (n=8). Dos 101 casos remanescentes, 87 (86%) 

demonstraram rearranjo do gene SS18 através da separação das duas 

sondas, verde e laranja, de DNA em 21% a 74% das células (média 50%). 

 Quatorze casos não mostraram rearranjo de SS18. Cinco destes 

foram negativos por RT-PCR e nove mostraram a fusão SS18-SSX por RT-

PCR quantitativo e convencional (n=8) e um caso somente por qRT-PCR. 

 A análise detalhada destes nove casos classificados como negativos 

por FISH mostrou em quatro deles um sinal fusionado (verde e laranja) e um 

sinal laranja isolado em mais de 70% das células; isto é, houve perda do 

sinal da sonda marcada em verde nestes casos. Um sinal fusionado e a 

separação das sondas verde e laranja foi, entretando, detectado células 

ocasionais nestes quatro casos (2%, 4%, 6% e 8%).  

 Nos outros cinco casos dentre os nove classificados como negativos, 

um sinal fusionado e a separação das sondas verde e laranja foi detectada 

em 2% a 4% das células em três casos e dois casos foram completamente 

negativos. 

 Quinze casos mostraram mais de duas cópias por célula da região do 

gene SS18, 14 destes foram caracterizados como positivos em mais de 20% 
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das células e um foi negativo, com somente 2% das células mostrando um 

sinal fusionado e a separação das sondas verde e laranja. 

  

Dos três casos considerados como contendo RNA de qualidade 

insuficiente para a avaliação por RT-PCR, um foi positivo através da análise 

pelo FISH. Um segundo foi testado, mas não revelou sinais para serem 

avaliados e o último não possuía material disponível para avaliação. 

 

 

  

Figura 7. Microfotografia da marcação das sondas de SS18 nas células 

normais em metáfase. 
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Figura 8. Microfotografia do rearranjo de SS18 por FISH – casos positivos 

(A);  (B);  (C); (D); - perda de uma sonda verde (E) – múltiplas cópias de 

SS18 (F) – caso negativo (G) – ausência de sinal, impróprio para avaliação 

(H) 
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5. Discussão 
 

A característica histológica clássica do Sarcoma Sinovial bifásico é 

bem reconhecida e, geralmente, não oferece grande dificuldade diagnóstica. 

Mas como tem sido amplamente demonstrado, o subtipo monofásico é mais 

freqüente (6;131;132;135;151) e nele, a dificuldade diagnóstica deve-se à 

heterogeneidade histológica e ausência de marcador imuno-histoquímico 

específico. O diagnóstico diferencial nestes casos pode ser bastante difícil, 

especialmente quando a análise imuno-histoquímica não revela marcadores 

de diferenciação epitelial (18;140). O Sarcoma Sinovial pouco diferenciado 

compartilha similaridades e, portanto, pode ser confundido com diversos 

tipos de sarcomas e neoplasias malignas não sarcomatosas. Três tipos 

diferentes de Sarcoma Sinovial pouco diferenciado são descritos, o que 

amplia ainda mais o espectro de diagnósticos diferenciais atribuídos a esta 

neoplasia (50). O perfil imuno-histoquímico compartilha similaridades com o 

perfil de tumores neuroectodérmicos como PNET e TMBNP (48;56). 

 

A diversidade clínica e histológica associada ao Sarcoma Sinovial 

torna necessário, em casos selecionados, o emprego de técnicas auxiliares 

para um diagnóstico robusto e acurado. Apesar da morfologia permanecer 

como “padrão ouro”, o uso de uma ou mais técnicas auxiliares para o 

diagnóstico é reconhecido como de extrema valia na prática da patologia 

cirúrgica. 
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O encontro da fusão SS18-SSX por Reação em Cadeia de 

Polimerase, transcriptase reversa (RT- PCR) ou por Hibridização in situ  

(ISH) é considerado uma ferramenta diagnóstica muito poderosa 

(130;135;141;142). Esta alteração é freqüente, mas não ocorre em 100% 

dos casos; no entanto, é um achado unanimemente aceito que suporta 

integralmente o diagnóstico de Sarcoma Sinovial. A relevância do emprego 

de técnicas moleculares para o diagnóstico de Sarcoma Sinovial é 

demonstrada em estudos utilizando técnicas isoladas (130;140).  

 

 O uso das técnicas moleculares ou citogenéticas para a determinação 

desta alteração característica é relevante, não somente para a validação dos 

casos diagnosticados pelas técnicas convencionais utilizadas em patologia, 

mas também para a exata classificação e conseqüente tratamento de 

possíveis casos previamente classificados como neoplasias indiferenciadas 

ou como outras doenças. 

 

Nosso estudo de 134 tumores, em que o diagnóstico de Sarcoma 

Sinovial foi considerado o mais provável ou quando Sarcoma Sinovial foi um 

importante diagnóstico diferencial através da histologia convencional, mostra 

que os três métodos moleculares analisados – qRT-PCR, RT-PCR 

convencional e FISH - são valiosos para a detecção do rearranjo de SS18-

SSX, a marca registrada do Sarcoma Sinovial. 

 

O emprego destes métodos em material parafinado que foi fixado em 

formalina, ou seja, material de rotina diagnóstica em Anatomia Patológica, 
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mostrou-se não somente possível como bastante eficiente. Somente três 

casos dos 134 analisados não renderam cDNA de qualidade suficiente para 

o estudo molecular.  

 

Em nossas mãos, a tecnologia mais sensível para a detecção do 

rearranjo específico do Sarcoma Sinovial foi o qRT-PCR, detectando a fusão 

SS18-SSX em 126 (96%) dos 131 casos que possuíam cDNA de qualidade 

suficiente para avaliação através desta técnica. Através da técnica de RT-

PCR convencional, detectamos a fusão em 120 (92%) dos 131 casos 

analisados. 

 

Quando incluímos os três casos que não renderam cDNA de 

qualidade suficiente para a técnica de PCR, a sensibilidade para qRT-PCR e 

RT-PCR convencional torna-se 94% e 89,5% respectivamente. 

 

A técnica de FISH foi a menos sensível das três empregadas na 

detecção do rearranjo gênico no Sarcoma Sinovial. O resultado positivo foi 

encontrado em 86 (87%) dos 101 casos estudados no array de tecido. É 

importante salientar, entretanto, que um dos casos positivos através da 

técnica de FISH não pode ser analisado por RT-PCR por falta de cDNA de 

qualidade, demonstrando a utilidade desta técnica na complementação do 

RT-PCR, especialmente em casos cuja extração do RNA e transcrição 

reversa não sejam possíveis ou resultem em material insuficiente. 
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Adicionam-se à menor sensibilidade do FISH, alguns problemas de 

interpretação observados em nossa casuística. Foram essencialmente três 

dificuldades: a primeira, que não havia sido relatada previamente na 

literatura, foi a detecção de um sinal fusionado (verde e laranja) e um sinal 

isolado laranja, em mais de 70% das células neoplásicas. O sinal verde não 

estava presente nestes casos. Esta variação foi detectada em quatro casos, 

todos com diagnóstico da presença da fusão SS18-SSX realizado por RT-

PCR.  Foi demonstrada na literatura, a perda da fusão recíproca SSX-SS18 

em até dois terços dos casos. Perda esta associada pelos autores à 

progressão da doença (104). Na nossa visão, a “perda” do segmento gênico 

marcado pela sonda verde provavelmente é causada pela deleção da fusão 

recíproca SSX-SS18. Nossa interpretação também se baseia no fato de que 

a fusão SS18-SSX é composta predominantemente pelo gene SS18. A 

sonda marcada em laranja (spectrum orange) é complementar à 

extremidade deste gene na posição 5’, enquanto a sonda marcada em verde 

(spectrum green) é distal à posição 3’ marcando, portanto, a fusão recíproca 

SSX-SS18 após a translocação. Estudos complementares devem todavia 

ser feitos para a demonstração inequívoca desta teoria. 

 

A segunda dificuldade encontrada na interpretação do FISH para o 

diagnóstico de Sarcoma Sinovial foi a detecção de múltiplos sinais em 

alguns casos: este achado pode representar poliploidia ou cópias múltiplas 

da região marcada pela sonda SYT no cromossomo 18. Este fato foi 

relatado previamente, não somente em estudos envolvendo o 18q, mas 

também em trabalhos relacionados ao Sarcoma de Ewing / PNET e 
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conseqüentemente ao cromossomo 22 (104;152). Em certos casos, os sinais 

são tão numerosos que resultam em dificuldade de identificação da 

separação dos sinais verde e laranja. Apesar de numerosos sinais terem, no 

entanto, sido identificados em 15 casos, em 14 destes pudemos identificar a 

separação inequívoca dos sinais e, conseqüentemente classificar tais casos 

como positivos. Em todos estes casos, a interpretação dos resultados do 

FISH foi apoiada pela positividade do caso através da técnica de RT-PCR. 

 

O terceiro aspecto que precisou ser definido em relação à análise do 

FISH foi determinar quantas células deveriam ser contadas e qual 

porcentagem destas células contendo a quebra do sinal seria necessária 

para que o caso fosse classificado como positivo para o rearranjo do gene 

SS18. Neste estudo, nós aplicamos os limites definidos por Lu et al. (134); 

no entanto, não encontramos nenhum caso cuja porcentagem de células 

contendo sinais separados caiu entre 8 e 21% das células contadas.  

 

Em casos com contagem limítrofe é importante a confirmação por 

outro método como o RT-PCR. Mais importante ainda é que cada método e 

resultado devem ser sempre interpretados em conjunto e correlacionados 

com dados clínicos, morfológicos e imuno-histoquímicos. Por esta razão 

acreditamos ser de grande benefício que a interpretação final destas 

técnicas seja responsabilidade do patologista, por visualização direta das 

células e correlação com os achados da histologia convencional. 
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Nossos resultados demonstram que os primers e as sondas utilizadas 

nas reações de RT-PCR neste estudo são específicos para os tipos e 

variantes da fusão SS18-SSX relatados até o momento. A fusão SS18-SSX 

não foi encontrada em 194 lesões em que o diagnóstico de Sarcoma 

Sinovial foi excluído, incluindo 109 tumores que possuíam outras 

translocações e 85 outras lesões ósseas e de tecidos moles em que 

nenhuma translocação foi detectada. Também encontramos completa 

concordância entre os resultados de qRT-PCR e RT-PCR convencional 

usando diferentes pares de primers. 

 

No nosso estudo e em todas as outras séries, com exceção de uma 

(153), a presença de um dos genes quiméricos SS18-SSX1 ou SS18-SSX2 

automaticamente exclui a presença do outro. O mesmo tipo de fusão  

também persiste nas recidivas e nas lesões metastáticas. Embora 

consideremos os resultados do grupo de Yang et al (153) sólidos e 

detalhados, é difícil explicar a possibilidade de duas fusões diferentes 

envolvendo genes tão semelhantes e localizados na mesma região 

cromossômica. Além da proximidade de localização cromossômica, os 

genes SSX1 e SSX2 pertencem à mesma família e compartilham 80% de 

homologia em relação à seqüência de pares de base; o desenho dos 

primers é portanto crucial para que estes dois genes possam ser 

distinguidos através do PCR. 

 

Em nossa série, seis dos 131 casos avaliados pelas técnicas de RT-

PCR apresentaram a fusão SS18-SSX detectada por qRT-PCR mas não por 
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RT-PCR convencional. Esta diferença revela maior sensibilidade da técnica 

quantitativa quando comparada à técnica convencional. É necessário, no 

entanto, interpretar criticamente estes resultados porque parte desta 

diferença provavelmente é resultado do desenho do primer e / ou do 

tamanho do produto gerado por estes primers e não resultado da técnica 

empregada. Quando aplicamos a técnica de RT-PCR convencional com os 

primers usados na técnica quantitativa, conseguimos positividade em três 

destes seis casos, sendo possível assim, atribuir ao menos 50% desta 

discrepância de sensibilidade aos primers e não à técnica utilizada.  

 

Alguns estudos tentam relacionar o tipo de fusão, SS18-SSX1 ou 

SS18-SSX2 com o prognóstico ou com a formação de determinado subtipo 

histológico (Bifásico ou Monofásico), inferindo a influência do tipo de fusão 

com a ocorrência de diferenciação epitelial. Esta hipótese é sustentada pelo 

fato de que maioria dos casos bifásicos descritos foram diagnosticados 

como SS18-SSX1 (119;142). No entanto, até hoje não existe consenso 

sobre o impacto do tipo de fusão, SS18-SSX1 ou SS18-SSX2, como um 

fator relevante na diferenciação epitelial ou no prognóstico. O resultado varia 

entre os autores, sendo por vezes completamente opostos. No estudo multi-

institucional europeu, autores não encontraram relação entre o tipo de fusão 

e pior prognóstico em ambas as análises: sobrevida sem doença e sobrevida 

sem metástases (132). Ainda nesta série, contrariando estudos anteriores 

(57;117;124;131) que apontavam uma tendência de pior prognóstico para 

pacientes com Sarcoma Sinovial SS18-SSX1, a presença da fusão SS18-

SSX2 mostrou comportamento mais agressivo .  



 Discussão 

62 

Alguns estudos relacionam associação significante entre a presença 

da fusão SS18-SSX1 e alto índice de proliferação celular (18;102). 

 

A questão “prognóstico” foi acessada por uma série de autores que 

tentaram dividir o Sarcoma Sinovial em categorias através de grau 

histológico, subtipos e até mesmo características clínico-patológicas, como 

tamanho e localização, que seriam determinantes importantes de 

prognóstico (16;22;67). Na literatura podemos observar uma concordância 

entre os autores sobre a influência do tamanho do tumor no diagnóstico e a 

presença de áreas histologicamente pouco diferenciadas como importantes 

determinantes de prognóstico (49;64;65;138).  

 

Nosso estudo revela que o subtipo bifásico do Sarcoma Sinovial, não 

raramente apresenta o tipo de fusão SS18-SSX2. Tal achado contraria 

resultados de séries anteriores, em que a grande maioria dos casos 

diagnosticados como bifásico continham a fusão SS18-SSX1. Através da 

meta-análise dos dados publicados na literatura quanto ao tipo de fusão e 

subtipo histológico, determina-se que a fusão SS18-SSX2 ocorre mais 

freqüentemente no subtipo monofásico que no bifásico (p<0.001). A meta-

análise incluiu um total de 1033 casos, dos quais 314 foram classificados 

como bifásicos e somente 42 destes possuíam o tipo de fusão SS18-SSX2 

(Anexo 1). Esta discrepância pode ser explicada pela baixa freqüência de 

ambos: subtipo bifásico e tipo de fusão SS18-SSX2 e também pelo fato de 

que a maioria das casuísticas apresentadas não são numericamente 

expressivas, pela própria raridade desta neoplasia. 
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Apesar da relação entre o subtipo (bifásico ou monofásico) e o tipo de 

fusão não ter sido estatisticamente significante em nossa série e, mais 

importante, a presença da fusão SS18-SSX2 não ter sido rara em Sarcoma 

Sinovial bifásico como previamente reportada, foi intrigante o achado de 

significância estatística na relação da presença de expressão de 

citoqueratina e o tipo de fusão SS18-SSX1.  

 

Em nossa série, a relação entre presença de áreas pouco 

diferenciadas e tipo de fusão não foi significante. Apesar do nosso foco não 

ter sido a análise do prognóstico, a não associação do tipo de fusão com 

presença de áreas pouco diferenciadas – este sim, reconhecidamente um 

importante indicador de prognóstico – indiretamente contraria a associação 

do tipo de fusão como um determinante da evolução de tais pacientes. Estes 

resultados, em nossa visão, apóiam o trabalho do grupo de Guillou et al. 

(132) que consideraram não haver relação entre o tipo de fusão e o 

prognóstico. Adicionalmente, a grande semelhança estrutural dos dois genes 

localizados no cromossomo X, SSX1 e SSX2, e freqüentemente envolvidos 

na fusão com SS18, também deixa pouco provável que tal diferença tenha 

impacto tão grandioso na evolução. Se esta não influência passar a ser 

indiscutivelmente comprovada, a importância da determinação destas 

translocações se firmará como ferramenta diagnóstica e provável alvo 

terapêutico a ser implementado no futuro. 

 

O presente estudo também ressalta a importância do diagnóstico 

diferencial entre Mesotelioma e Sarcoma Sinovial, principalmente porque o 
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tórax tem sido cada vez mais reconhecido como uma localização não 

incomum para o Sarcoma Sinovial. A classificação correta destes tumores 

não somente altera o tratamento mas, no caso do Mesotelioma, a exposição 

ao asbesto, altamente carcinogênico, pode resultar em sanções legais de 

caráter indenizatório. Em dois casos de nossa série, a avaliação 

histopatológica convencional não permitiu a diferenciação entre estes dois 

tumores pleurais, mesmo quando referidos a patologistas renomados e 

especializados nestas duas áreas, que consideraram, em ambos os casos,  

o diagnóstico de Sarcoma Sinovial o mais provável pela histopatologia. A 

não detecção do rearranjo de SS18 foi importante para excluir o diagnóstico 

de Sarcoma Sinovial nestes casos.  

 

O terceiro caso pleural foi considerado provavelmente um Tumor 

Fibroso Solitário negativo para o marcador CD34 e, portanto, a análise 

molecular foi realizada com o propósito de exclusão do diferencial Sarcoma 

Sinovial. 

 

Dos dois casos extra pleurais negativos para fusão SS18-SSX, um 

era localizado na pelve e foi classificado como neoplasia indiferenciada de 

pequenas células. O segundo era localizado nos tecidos moles próximos à 

articulação do joelho. Este último, apesar de negativo para a fusão SS18-

SSX, apresentava características histológicas e imuno-histoquímicas 

compatíveis com o diagnóstico de Sarcoma Sinovial e este diagnóstico 

continuou sendo favorecido neste caso. Como é amplamente reconhecido, 

entretanto, existe uma sobreposição das características histológicas, imuno-
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histoquímicas, bem como em relação à expressão gênica entre o Sarcoma 

Sinovial e o TMBNP (154;155). TMBNP foi considerado como possível 

diagnóstico em ambos os casos extra-pleurais. Como nenhum dos pacientes 

apresentava, todavia, características de neurofibromatose e os tumores não 

se originavam de grandes nervos, este diagnóstico não pode ser concluído 

com confiança. 

 

É importante salientar que, se eventos genéticos forem empregados 

como testes diagnósticos cujo resultado possa incluenciar no tratamento 

clínico, torna-se crucial o conhecimento da especificidade e sensibilidade do 

método utilizado.  A maioria das evidências publicadas (129;156), incluindo a 

nossa (157),  favorece a especificidade total da detecção do rearranjo do 

SS18 no Sarcoma Sinovial, apesar de ainda haver algum debate quanto à 

presença deste rearranjo em tumores com características de TMBNP 

(149;150;158).  

 

Estabelecer 100% de sensibilidade é difícil. A sensibilidade da 

detecção do rearranjo gênico de SS18, no entanto, é alta nos diversos testes 

como aqui demonstramos, sendo possível atingir cerca de 96% de 

sensibilidade. Para que 100% de sensibilidade fosse alcançada, seria 

necessário comprovar a natureza dos cinco casos que apresentavam 

características morfológicas compatíveis com o diagnóstico de Sarcoma 

Sinovial, mas que foram negativos para o rearranjo de SS18. Um teste 

realmente robusto para os diagnósticos de TMBNP e Mesotelioma, os 

principais diferenciais nestes casos, atualmente não existe. Reivindicar, 
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portanto, 100% de sensibilidade pode resultar em um dogma que tende a 

não ser questionado, posição perigosa para o patologista.  

 

Apesar de termos realizado a pesquisa de todas as variantes da fusão 

SS18-SSX descritas, a possibilidade da existência de uma nova variante não 

pode ser completamente excluída. Alternativamente, a não detecção do 

rearranjo de SS18 pode ser explicada pela completa deleção do 

cromossomo X, evento já descrito em tumores avançados (138). 

 

Tanto o FISH como os métodos de RT-PCR têm vantagens e 

desvantagens, mas nosso estudo mostra que estes métodos podem ser 

complementares. O FISH é geralmente preferido por patologistas, pois estes 

estão mais familiarizados com a análise das células sob a luz do microscópio 

do que com a análise de gels. A menos que sondas específicas para cada 

fusão sejam criadas, o FISH é menos informativo que o RT-PCR. Assim, 

inicia-se o questionamento: que informações são necessárias a partir dos 

métodos moleculares? A resposta deve variar em relação aos diversos tipos 

de tumores e também de acordo com a evolução das pesquisas. Por 

exemplo, se realmente for demonstrado que o tipo de fusão não altera o 

prognóstico ou o tratamento dos casos de Sarcoma Sinovial, a identificação 

das variantes específicas pode tornar-se irrelevante. A avaliação crítica da 

necessidade dos métodos disponíveis é, portanto, fundamental para que o 

patologista utilize os recursos de maneira eficiente. 
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6. Conclusões 
 

 

 

 

•  A fixação em formalina e inclusão em parafina, no Sarcoma Sinovial, 

mostrou-se adequada para análise molecular.  

• RT-PCR e FISH são bons métodos para o estudo da fusão SS18-SSX;  

• qRT-PCR foi o método mais eficiente na detecção da fusão SS18-SSX, 

seguido por RT-PCR convencional; 

• FISH foi o método menos sensível e menos informativo, porém, pode 

complementar os outros métodos quando o RNA é de qualidade 

insuficiente; 

• ao analisar o tipo de fusão em relação a presença de áreas pouco 

diferenciadas, localização ou subtipo histológico nenhuma relação 

estatisticamente significativa foi observada; 

• a fusão SS18-SSX2 em Sarcomas Sinoviais bifásicos não é rara. 
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7. Anexos 
Anexo 1: Meta-análise dos casos positivos para SS18-SSX descritos. 

    SSX genes envolvidos     

Referências 
No 
casos 

SS18-
SSX + SSX1 SSX2 SSX4 MP BP PD 

BP 
SSX1 

BP 
SSX2

Begueret et al (2005) 40 40 22 17   24 1 15 1 0 

Bijwaard et al (2002) 30 29 22 7 0 15 14 0 12 2 

Crew et al. (1995);  
Shipley et al. 1996 36 32 21a 11a 0 25 7 0 5 2 

Gaffney et al (2004) 11 10 5 5 0 5 5 0 5 0 

Guillou et al (2001) 86 77 55 22   119 46 38 37 9 

Hill et al (2003) 25 21 18 3 0 16 5 7 4 1 

Hiraga et al. (1998) 14 14 10 4 0 11 1 2 1 0 

Kawai et al. (1998);  
Antonescu (2000b) 73 73 49 24 0 55 18 0 18 0 

Lasota et al. (1998) 21 20 13 7 0           

Lu et al (1999) 10 8 6 2 0 5 3 0 3 0 

Mezzalani et al (2001) 72 72 44 26 2 42 30   24 6 

Naito et al (2000) 18 17 13 7 0 11 9   8 1 

Nikiforova et al (2005) 9 9 6 3   6 3   3 0 

Nilsson et al. (1999) 33 33 13 20 0 29 4 0 4 0 

Panagopolous et al (2001)  54 54 33 20 1 31 9 6 6 3 

Tamborini et al (2001) 59 48 33 16 1 29 19 0 15 4 

Thorson et al.(2006) 22 17 12 5   7 10   9 1 

Tsuji et al. (1998) 32 30 22 8 0 23 7   6 1 

Tvrdik at al (2005) 7 7 5 2 0 2 5   5 0 

Wei et al (2002) 37 33 22 6   23 10   10 0 

Willeke et al. (1998) 10 10 6 5 0 7 3   3 0 

  654 409 209  485 209  179 30 

Multi-institucionais  
SS18-
SSX + SSX1 SSX2 SSX4 MP BP PD 

BP 
SSX1 

BP 
SSX2 

Ladanyi et al (2002) 243 240 147 91 0 177 59   56 3 
Guillon et al (2004) 165 165 112 53   119 46   37 9 
Total Geral  1059 668 353   781 314   272 42 
%    61% 33%   69% 28%   87% 13% 
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Anexo 2: Tabela completa dos resultados 

No Idade S Localização  Local preciso cm Necrose Subtipo PD Diag 

1 33 F MMII coxa 17 presente BI não DP 
2 71 F MMII  joelho 1.5 presente MP sim DD 
3 52 F MMII coxa 21 80% MP sim DP 
4 44 M MMII  joelho 9 focal BI não DP 
5 71 F MMII  joelho biopsia  MP não DP 
6 31 F MMII coxa 3.5 - MP sim DP 
7 66 M MMSS  antebraço  9 presente MP não DP 
8 63 F MMII  perna 9.5 focal MP sim DD 
9 5 F Tórax escapular 4  MP não DP 
10 37 M MMSS  cotovelo 10 presente MP sim DD 
11 23 M MMII  joelho 8.5 presente MP não DP 
12 41 M MMII coxa biopsia presente MP não DP 
13 41 F MMII  perna 17 20% BI sim DP 
14 44 M Tórax lung ?  BI não DP 
15 29 M MMII coxa 14 40% MP sim DP 
16 19 F MMII coxa 7 75% BI não DP 
17 32 M MMII coxa 13 presente MP sim DP 
18 26 F MMII  inguinal ? presente MP sim DD 
19 56 M MMSS braço 9  MP não DD 
20 7 M MMII tornozelo 3.5  BI não DP 
21 32 M MMII coxa 9 focal MP não DP 
22 22 M Cabeça/ pescoço  maxila ?  MP sim DP 
23 31 M MMII coxa 7.5 >50% BI não DP 
24 47 M MMII  joelho 7 presente MP não DP 
25 37 F Tórax pleural 2  MP sim DD 
26 30 F MMII pé ? - MP não DP 
27 48 F retroperitônio perirrenal 6.5 presente MP não DD 
28 27 M MMSS ombro 7.5 - MP sim DD 
29 42 M MMII  joelho 10 focal MP sim DP 
30 25 F MMII  tornozelo 8.5  BI não DP 
31 52 F MMII perna 7.5 presente MP sim DD 
32 44 F MMII coxa 16  MP não DD 
33 50 F MMSS  braço 7 and 4,5 10% MP sim DP 
34 23 F MMSS  antebraço biopsia  MP sim DD 

35 41 F Tórax 
 

supraclavicular 8  MP não DP 
36 49 F MMII coxa 6.5  MP não DD 
37 60 F MMII pé ? ? MP não DP 
38 37 M Pelvis pre-sacral 9.5 presente MP sim DD 
39 22 M MMII coxa 18 >50% MP não DP 
40 52 M  Tórax pulmão UCH?  MP não DP 
41 11 M ? ? ? - BI não DP 
42 81 F MMII coxa 8 <50% BI sim DP 
43 42 M MMII  joelho 5.0 + 3.5  BI não DP 
44 50 M MMII inguinal 2  BI não DP 
45 21 F MMII  tornozelo ? - MP não DP 



 Anexos 

70 

No Idade S Localização  Local preciso cm Necrose Subtipo PD Diag 

46 40 M MMII  pé 5  BI não DP 

47 16 M 
Cabeça e 
pescoço  submental ?  MP não DD 

48 41 M MMSS  braço 7 focal MP não DP 
49 25 F MMII coxa 3.5 presente BI não DP 
50 38 M MMSS  cotovelo 14 extensa MP não DP 
51 22 F MMII coxa 6.5 >50% MP sim DP 
52 22 F MMII joelho 1.3  MP não DP 
53 27 M MMII  pé ?  MP não DP 
54 44 F Tórax pulmão 11  MP não DD 
55 45 M Tórax pleural ?  MP sim DD 
56 31 M MMII perna ?  MP sim DP 
57 58 M ? ? ?  BI não DP 
58 46 M MMSS mão fragmentos 12 g - MP não DP 
59 15 F MMII coxa 21 50% MP sim DD 

60 41 F 
Cabeça e 
pescoço infratemporal  6 não MP não DD 

61 71 M Tórax pleural ?  BI não DD 
62 28 F MMII  pé 4 0 BI não DP 
63 45 F Tórax pleural ? ? MP não DD 
64 24 M MMSS braço 3 >50% MP não DP 
65 66 F Tórax mediastinal ?  BI não DD 
66 45 F MMII nádega 16,5  MP sim DD 
67 28 F MMII coxa 2.4 <50% BI não DP 
68 30 F MMII coxa 5 40% MP não DP 
69 18 M MMSS punho ? ? MP não DP 
70 29 F ? ? ? ? MP não DD 
71 39 M MMSS  antebraço ?  MP não DP 
72 76 F MMII joelho 12 presente MP sim DD 
73 47 F MMII coxa ?  MP não DP 
74 38 F retroperitônio rim ? presente MP sim DD 
75 20 M ? ? ? presente MP não DP 
76 31 F MMII perna 11 0 MP não DP 
77 16 F MMII perna 8,5  BI não DP 
78 43 F MMII perna 4,2 não MP não DP 

79 25 M 
Cabeça e 
pescoço supraglote 1 to 3,5 x9 frag não BI não DP 

80 61 M MMSS antebraço ?  MP não DP 
81 46 M Pelvis pelvis 12  MP sim DD 
82 22 M MMII tornozelo ?  BI não DP 
83 46 M MMII coxa 17 <50% BI sim DP 
84 81 M MMII nádega 25  MP sim DD 
85 24 M MMII tornozelo fragmentado presente MP sim DP 
86 23 F MMII  joelho 3.5  MP não DP 

87 19 M MMII joelho 
13 fragmentos  

1,5 to 4,0 presente MP não DP 
88 22 F MMII coxa 18  BI não DP 
89 35 M MMSS mão fragmentos presente MP não DP 
90 11 M Tórax Cardíaco 8 presente BI sim DD 
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No  Idade S 
Localização 

geral Local preciso cm Necrose Subtipo PD Diag 

91 25 M MMII tornozelo fragmentos presente BI não DP 
92 33 F MMSS  braço fragmenteos  MP não DP 
93 21 F MMII  pé 7 e 3  MP não DP 
94 8 M MMII coxa 2,4 e 2,6  MP não DP 

95 22 F MMII  pé 
fragmentos 2,5 e 

3,0 presente MP sim DD 
96 75 F MMII  joelho 10 presente MP sim DP 
97 42 M MMSS ombro 16  MP não DD 
98 23 M MMII tornozelo 6 presente BI não DP 
99 29 M MMII  joelho fragmentos presente MP sim DP 

100 34 M MMII  joelho 7.5  MP não DP 
101 22 M MMII  pé 13 presente BI não DP 
102 29 F MMSS ombro 6 presente MP sim DP 
103 25 M MMII  joelho 7 presente MP sim DP 
104 32 M MMII coxa 16 presente MP não DP 
105 36 F MMSS mão 5 presente MP não DP 
106 44 F MMII joelho 9 presente BI sim DP 
107 16 M MMII  joelho fragmentos  MP sim DD 
108 24 M MMSS  antebraço 18 presente MP sim DP 

109 32 F MMII  pé 
fragmentos 0,3 a 

0,8 presente MP sim DP 
110 10 M MMII  joelho 4 e 7  MP não DP 
111 25 M MMSS  antebraço 15 presente MP não DP 
112 38 M MMSS mão 6  MP não DP 
113 37 M MMII coxa 13 presente MP não DP 
114 31 F MMII coxa 12 presente MP sim DP 
115 12 M MMSS mão 1.3  MP não DP 
116 28 F MMSS ombro 7  MP não DP 
117 27 F MMII  perna 20  MP sim DP 
118 36 M MMII  pé 8 zonal MP não DP 
119 22 M MMSS  antebraço 15  MP não DP 
120 25 M Tórax dorsal Biopsia  MP não DP 
121 14 F MMSS braço 11  BI não DP 
122 32 M MMII coxa ?  MP não DD 
123 47 F MMII  pé 11 90% MP não DP 
124 30 M MMII coxa 18 35% MP sim DP 
125 68 F Tórax pleural 16  MP não DD 
126 20 F MMII  inguinal 16  BI não DP 
127 20 M Tórax pulmão ?  MP não DD 
128 40 F Tórax pleural Biopsia  MP não DD 

129 21 F Tórax 
parede 
torácica 3.5  MP não DD 

130 28 F Tórax pulmão 18  MP sim DD 
131 25 F MMII  perna 2.5  MP sim DP 
132 30 M MMII tornãozelo  fragmentos 1.5  MP não DP 
133 49 F MMII  pé 6  MP não DP 
134 34 F MMII coxa fragmentos 7.5 presente MP não DP 
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No Mitoses CK EMA bcl-2 S100 CD34 - + Fusão RT PCR 

1 12 - + + -  CD68 CD99 + SYT-SSX2 
2 21 + + + - 0   + SYT-SSX1 
3 21 + + + + 0  CD99 + SYT-SSX1 
4 4 + + + - +  CD99 + SYT-SSX2 
5 2 + + + - 0 Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX1 
6 31 + + + - - Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX1 
7 12 + 0 + +  Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
8 50 - + + - 0 Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX1 
9 6 + + + - 0   + SYT-SSX2 

10 27 + + - - 0 
Desmina, 

SMA,  CD99 + SYT-SSX1 
11 5 - + + - 0 

Desmina, CD3, 
SMA, CD99  + SYT-SSX1 

12 11 0 + 0    CD99 + SYT-SSX1 
13 35 + + + -   CD99 + SYT-SSX1 
14 3 + + + +   CD99 + SYT-SSX1 
15 32 - + + - -  CD99 + SYT-SSX2 
16 10 + + + - - 

desmina, SMA, 
caldes, caponi CD99 + SYT-SSX1 

17 50 + + + - - 
desmina, SMA, 
caldes caponi CD99 + SYT-SSX2 

18 23 + + + - -  CD99 + SYT-SSX2 
19 11 + + + - - desmina, SMA CD99 + SYT-SSX1 
20 4 + + + - - desmina, SMA  + SYT-SSX1 
21 8 + + + - - Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX1 
22 15 + + + -    + SYT-SSX2 
23 2 + + + +   CD99 + SYT-SSX1 
24 5 + + + -    + SYT-SSX1 
25 20 + + + - 0 Desmina, SMA 

CD99 CD56 
synaptophysin + SYT-SSX1 

26 7 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
27 1 + + + - - 

desmina, SMA, 
CD31 CD99 + SYT-SSX1 

28 35 + + + - 0  CD99 + SYT-SSX1 
29 34 + + + - 0  CD99 + SYT-SSX1 
30 4 + + + - -  CD99 SMA + SYT-SSX1 
31 40 - + - - - Desmina CD99 SMA + SYT-SSX1 
32 2 + + + + - HMB 45 CD99 + SYT-SSX1 

33 22 - + + + - 
desmina, 

caldesmon, 
SMA CD99 + SYT-SSX2 

34 17 + + + + - 
desmina, 

caldesmon, 
SMA  + SYT-SSX2 

35 15 + - + - - 
desmina, 

caldesmon, 
SMA CD99 + SYT-SSX1 

36 19 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 

37 4 - + + - - Desmina, SMA  

POOR 
RNA  

38 52 + + - + - Desmina, SMA CD99 -VE -VE 
39 11 + 0 + - - SMA CD99 + SYT-SSX1 
40 6 - + + 0 0  CD99 + SYT-SSX2 
41 3 + + + - - Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX2 
42 22 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX2 
43 4 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
44 9 + + + - - SMA, CD31  + SYT-SSX1 
45 7 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
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No Mitoses CK EMA bcl-2 S100 CD34 - + Fusão RT PCR 

46 21 + + + - 0  CD99 + SYT-SSX1 
47 2 + + + - - Desmina, SMA CD98 + SYT-SSX2 
48 20 - + + - - Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX2 
49 12 + + + + - Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX1 
50 20 + + + - - Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX1 
51 51 - + + - - Desmina, SMA CD99 + SYT-SSX2 
52 5 + + + + 0 

desmina, 
calponin SMA  + SYT-SSX2 

53 1 - + + + 0  CD99 + SYT-SSX2 
54 17 - + + - - TTF1  + SYT-SSX1 
55 20  + + -    -VE -VE 
56 12 + + + + - Desmina, SMA CD99 -VE -VE 
57 7  + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX2 
58 22 + + + + 0   + SYT-SSX2 
59 21 + + + + - 

desmina, 
calponin SMA CD99 + SYT-SSX2 

60 5 + + + + - 
desmina, 

calponina SMA  + SYT-SSX1 

61   + + + - 
desmina, 
calponina 

 SMA  -VE -VE 
62 4 + + + + -   + SYT-SSX2 
63 1 + + + - -   + SYT-SSX2 
64 19 + + + + - Calponina CD99 + SYT-SSX1 
65 3 0 0 0 0    + SYT-SSX2 
66  - + + - - Desmina, SMA CD56  + SYT-SSX2 
67 13 + + + + - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
68 25 - + + - -  CD99 + SYT-SSX2 
69 2 + 0 + 0 -  CD99 + SYT-SSX2 
70 2        + SYT-SSX2 
71 5 + + + - - SMA CD99 + SYT-SSX2 
72 32 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX2 
73 34 + + + + - Desmina, SMA  + SYT-SSX2 
74 23 0 0 0 0    + SYT-SSX1 
75 12 0 0 0 0    + SYT-SSX2 
76 2 + + + - 0 SMA  + SYT-SSX1 
77 8 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
78 5 + + + - -  Calponina + SYT-SSX2 
79 7 + + + - -   + SYT-SSX1 
80 1 0 + + 0 -  Calponina + SYT-SSX2 
81 4 - + + - - SMA, calponin CD99 + SYT-SSX2 
82 5 + + + - - SMA, demina  +  Neg 
83 7 + + + - - SMA, demina CD99 + SYT-SSX1 
84 6 + + 0 - - SMA, demina CD99 + SYT-SSX2 
85 59 + + + - -   + SYT-SSX2 
86 6 + + + - - SMA, demina  + SYT-SSX1 
87 8 + + + - - SMA, demina  + Neg 
88 8 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
89 11 + + + - -   + SYT-SSX1 

90 28 + + + - - 

 
 

 
  + SYT-SSX2 
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No  Mitoses CK EMA bcl-2 S100 CD34 - + Fusão RT PCR 

91 1 + + + - - Desmina, SMA  + Neg 
92 25 - + + + -   + Neg 
93 3 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
94 3 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
95 17 - + + + -   + SYT-SSX1 
96 29 + + + - - Desmina, SMA  + Neg 
97 2 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
98 8 + + + - - Desmina, SMA  - RNA  
99 19 - + + - -   + SYT-SSX1 
100 3 + + + + -   + SYT-SSX1 
101 14 + + + - -   + SYT-SSX2 
102 21 + + + + -   + SYT-SSX1 
103 28 + + + + -   + SYT-SSX1 
104 1 - + + + -   + SYT-SSX1 
105 4 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
106 22 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
107 12 + + + + -   + Neg 
108 19 - + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX2 
109 2 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
110 6 + '+ + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
111 10 + + + - -   + SYT-SSX1 
112 7 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
113 6 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
114 34 - + + + -   + SYT-SSX2 
115 2 + + + - -   + SYT-SSX1 
116 7 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX2 
117 26 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX2 
118 2 - + + + -   + SYT-SSX1 
119 6 + + + - -   + SYT-SSX2 
120 1 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX2 
121 8 + + + -    + SYT-SSX1 

122 2 + + + - -   

POOR 
RNA  

123 5 + + + -  Desmina  + SYT-SSX2 
124 18 + + + - -   + SYT-SSX2 
125 1 - + 0 - -   -VE -VE 
126 1 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
127 11 + + + -    + SYT-SSX2 
128 2 + + + -    + SYT-SSX2 
129 15 + + + -    + SYT-SSX1 
130 14 + + + -    + SYT-SSX2 
131 21 + + + - - Desmina, SMA  + SYT-SSX1 
132 9 - + + -    + SYT-SSX2 
133 17 + + + -    + SYT-SSX1 
134 18 + + + -    + SYT-SSX1 
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No qRT-PCR RE Xmn I FISH % Obs FISH G6PD 

1 SYT-SSX  + 70% cópias múltiplas 2 
2 SYT-SSX  + 70% cópias múltiplas 2 
3 SYT-SSX  SSX1   + 58%  2 
4 SYT-SSX  + 52%  2 
5 SYT-SSX  + 50% sinais fracos 2 
6 SYT-SSX  SSX1 + 56% cópias múltiplas 2 
7 SYT-SSX  + 58%  2 
8 SYT-SSX  + 54% cópias múltiplas 2 
9 SYT-SSX  + 42% sinais fracos 2 
10 SYT-SSX  negativo 6% fusão + laranja 2 
11 SYT-SSX  + 54%  2 
12 SYT-SSX  não realizado não bloco  2 
13 SYT-SSX  + 74% cópias múltiplas 2 
14 SYT-SSX1  SSX1 + 62% sinais fracos 2 
15 SYT-SSX  + 62% cópias múltiplas 2 
16 SYT-SSX  + 54%  2 
17 SYT-SSX  + 72%  2 
18 SYT-SSX  + 56%  2 
19 SYT-SSX  + 50%  2 
20 SYT-SSX  SSX1 não sinal não sinal  2 
21 SYT-SSX1  + 50% poucas cels 2 
22 SYT-SSX2  + 57% sinais fracos 2 
23 SYT-SSX  + 70%  2 
24 SYT-SSX  SSX1  + 58% cópias múltiplas 2 
25 SYT-SSX  SSX1  não realizado não bloco  3 
26 SYT-SSX1  SSX1 + 58%   
27 SYT-SSX  + 36%  2 
28 SYT-SSX  + 66%  2 
29 SYT-SSX  + 62% cópias múltiplas 2 
30 SYT-SSX  + 36%  2 
31 SYT-SSX  negativo 0% negativo 2 

32 SYT-SSX  
não realizado 

 não bloco  2 
33 SYT-SSX2 SSX2 + 70%  2 
34 SYT-SSX2 SSX2 + 34% cópias múltiplas 3 
35 SYT-SSX  + 72% cópias múltiplas 3 
36 SYT-SSX  + 42%  3 
37   não sinal não sinal  0 
38 negativo  negativo 0%  3 
39 SYT-SSX  + 61%  3 
40 SYT-SSX2 SSX2 + 66%  2 

41 SYT-SSX SSX2 
não realizado 

 não bloco  3 
42 SYT-SSX  + 58%  3 
43 SYT-SSX  + 74% cópias múltiplas 3 
44 SYT-SSX  + 58% sinais fracos 3 

45 SYT-SSX  
não realizado 

 não bloco  3 



 Anexos 

76 

No qRT-PCR RE Xmn I FISH % Obs FISH G6PD 

46 SYT-SSX  + 68%  3 
47 SYT-SSX  + 48% cópias múltiplas 3 
48 SYT-SSX  + 40%  2 
49 SYT-SSX  + 62%  3 
50 SYT-SSX  + 58%  3 
51 SYT-SSX  negativo 2% negativo 3 
52 SYT-SSX  não realizado não bloco  3 
53 SYT-SSX  não realizado não bloco  3 
54 SYT-SSX  + 54%  2 
55 negativo  negativo 0%  3 
56 negativo  negativo 0%  3 
57 SYT-SSX  + 60%  2 
58 SYT-SSX  não realizado não bloco  3 
59 SYT-SSX  + 46% sinais fracos 3 
60 SYT-SSX  + 52% sinais fracos 3 
61 negativo  negativo 0%  3 
62 SYT-SSX  + 56%  3 
63 SYT-SSX  + 42% sinais fracos 3 

64 SYT-SSX SSX1 negativo 8% 
fusão + laranja multiplas 

cópias 3 
65 SYT-SSX  não realizado não bloco  1 

66 SYT-SSX  não realizado 
Não 

material  3 
67 SYT-SSX  + 52%  3 
68 SYT-SSX  + 50% cópias múltiplas 3 

69 SYT-SSX  não realizado 
não 

material  3 
70 SYT-SSX  não realizado não bloco  3 
71 SYT-SSX  não realizado não bloco  3 
72 SYT-SSX  negativo 2% fusão + laranja 47 2 
73 SYT-SSX  não realizado  Não bloco negativo 2 
74 SYT-SSX  não realizado não bloco  3 
75 SYT-SSX  não realizado não bloco  1 
76 SYT-SSX  não realizado Nao mat.  3 
77 SYT-SSX  + 56% sinais fracos 3 
78 SYT-SSX  negativo 4% fusão + laranja 3 
79 SYT-SSX  + 60%  3 
80 SYT-SSX  não realizado não bloco  3 
81 SYT-SSX  + 58%  2 
82 SYT-SSX SSX2 negativo 4%  1 
83 SYT-SSX  + 48%  3 
84 SYT-SSX  + 64%  2 
85 SYT-SSX  + 56%  1 
86 SYT-SSX  + 50%  1 
87 SYT-SSX  não sinal não sinal  1 
88 SYT-SSX  + 56%  2 

89 SYT-SSX  não sinal 
não sinal 

  0 
90 SYT-SSX  + 68%  0 
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No  qRT-PCR RE Xmn I FISH % Obs FISH G6PD 

91 SYT-SSX2 SSX2 não realizado 
não 

material  1 
92 SYT-SSX SSX1 não realizado não core  1 
93 SYT-SSX  + 72%  1 
94 SYT-SSX  negativo 2% cópias múltiplas 1 
95 SYT-SSX  + 54%  1 
96 SYT-SSX  não sinal não sinal  1 
97 SYT-SSX  + 60%  1 
98   + 52%  0 
99 SYT/SSX  + 62%  1 

100 SYT-SSX  + 50%  2 
101 SYT-SSX SSX2 não realizado não core  2 
102 SYT-SSX  + 64%  0 
103 SYT-SSX  + 66%  0 
104 SYT-SSX  + 68%  1 
105 SYT-SSX  + 60%  1 
106 SYT-SSX  + 63%  2 

107 SYT-SSX  não realizado 
não 

material  1 
108 SYT-SSX  não sinal não sinal  1 
109 SYT-SSX  + 62%  2 
110 SYT-SSX  + 21% sinais fracos 1 
111 SYT-SSX  + 68% cópias múltiplas 2 
112 SYT-SSX  + 54%  1 
113 SYT-SSX  + 48%  0 
114 SYT-SSX  + 56%  1 

115 SYT-SSX  SSX1 não realizado 
não 

material  2 
116 SYT-SSX  + 34%  2 
117 SYT-SSX  + 56%  1 
118 SYT-SSX  + 58%  1 
119 SYT-SSX  + 42%  2 
120 SYT-SSX  + 54%  2 
121 SYT-SSX  + 62%  2 
122 negativo  não realizado não core  0 
123 SYT-SSX  + 60%  2 
124 SYT-SSX  negativo 0% negativo  
125 negativo  negativo 0% poucas cels 2 
126 SYT-SSX  SSX1 + 58%  2 
127 SYT-SSX SSX2 + 58%   
128 SYT-SSX SSX2 + 48%   
129 SYT-SSX  SSX1 + 67%  0 
130 SYT-SSX  + 52%  0 
131 SYT-SSX  não realizado não core  0 
132 SYT-SSX  não sinal não sinal  0 
133 SYT-SSX  + 60%  1 
134 SYT-SSX  não sinal não sinal  1 
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Legenda do Anexo 2: 

MMII   Membro inferior 

MMSS   Membro superior 

DD    Sarcoma sinovial foi um diagnóstico diferencial importante 

DP    Sarcoma sinovial foi o principal diagnóstico  

Mitoses   No de mitoses / 10 CGA 

Fusão   Positivo ou negativo para rearranjo por qualquer método 

-   Reações imuno-histoquímica adicionais negativas 

+   Reações imuno-histoquímica adicionais postivas 

-VE / neg  Negativo 

Poor RNA  RNA de qualidade insuficiente 

G6PD 1  geração de produto de até 86 pb 

G6PD 2  geração de produto de até 141 pb 

G6PD 3  geração de produto de até 200 pb 

SYT-SSX  SS18-SSX 

SYT-SSX1  SS18-SSX1 

SYT-SSX2  SS18-SSX2 
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