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RESUMO

Faloppa CC. Avaliagdo das expressfes imunoistoquimicas de AKT, mTOR,
PTEN E PI3K em leiomiomas, leiomiomas atipicos e leiomiossarcomas uterinos.

Sao Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Fundag¢ao Antonio Prudente]

Introducdo: Estudos epidemiologicos demonstraram que o cancer de corpo de ttero
€ 0 sexto cancer mais comum em mulheres brasileiras, com estimativa de 6.950
casos novos em 2016. O leiomiossarcoma uterino ¢ o subtipo histoldgico de sarcoma
uterino mais comum. As vias de progressao da génese do leiomiossarcoma uterino
sao pouco compreendidas, e estudos revelaram a participagao das vias do PTEN,
PI3K, Akt e mTOR. Objetivos: 1. Avaliar as expressdes imunoistoquimica do
PTEN, PI3K, Akt ¢ mTOR em leiomiomas, variantes nao usuais dos leiomiomas e
nos leiomiossarcomas uterinos; 2. Correlacionar as expressdes imunoistoquimica do
PTEN, PI3K, Akt e mTOR com as varidveis clinico-patologicas nos
leiomiossarcomas uterinos; 3. Avaliar as expressdes imunoistoquimica do PTEN,
PI3K Akt e mTOR como possiveis fatores progndsticos nos leiomiossarcomas
uterinos. Casuistica e métodos: Foram selecionados 23 pacientes com leiomiomas
16 leiomiomas ndo usuais, 44 leiomiossarcomas uterinos durante o periodo de 1982 a
2013 no A.C. Camargo Cancer Center, a partir da andlise retrospectiva dos
prontudrios médicos. Foram realizados estudos imunoistoquimicos dos seguintes
marcadores: PTEN, Akt, PI3K ¢ mTOR. Resultados: Em relagdo a expressao
imunoistoquimica do PTEN e do Akt, obtivemos expressdo imunoistoquimica
positiva do PTEN e negativa do Akt em todos os tipos histologicos (leiomiomas,
leiomiomas nao usuais e leiomiossarcomas). No caso do PI3K, nao houve diferenga
na expressao imunoistoquimica nos leiomiossarcomas uterinos quando comparado
aos leiomiomas tipicos e leiomiomas nao usuais; nos leiomiomas houve expressao
positiva em 13 casos (65%), nos leilomiomas ndo usuais houve expressao positiva em
5 casos (62,5%), nos leiomiossarcomas houve expressdo positiva em 15 casos
(62,5%). Nao houve correlacdo entre as variaveis clinicas e patologicas com a

expressdo do PI3K nos leiomiossarcomas. A expressao imunoistoquimica do mTor



nos leiomiomas foi forte em 4 casos (17,4%), nos lelomiomas ndo usuais foi forte em
7 casos (46,7%), nos leiomiossarcomas foi forte em 12 casos (41,4%). Quando
agrupados os casos de leiomiomas ndo usuais com os leiomiossarcomas, houve
expressao aumentada do mTor em relacdo aos leiomiomas (17,4% vs. 43,2%;
p=0.035). Nao houve correlagdo da expressdo imunoistoquimica do mTor nos
leiomiossarcomas uterinos em relagdo aos dados clinicos e anatomopatoldgicos. Em
relacdo a sobrevida global, obtivemos uma sobrevida global mediana de 24 meses
nas pacientes com leiomiossarcomas uterinos € somente o estadio teve impacto em
sobrevida. No estddio I, a expressdo imunoistoquimica negativa do PI3K teve
impacto negativo em sobrevida global (p=0,025). No caso da sobrevida livre de
doenca, encontramos uma sobrevida livre de doenca mediana de 16,9 meses.
Paciente com doencga extra-uterina e indice mitdtico >20/CGA apresentaram uma
pior sobrevida livre de doenga. Conclusfes: 1. A expressdo imunoistoquimica do
PTEN estava presente em todos os tipos histologicos estudados (leiomiomas,
leiomiomas ndo usuais e leiomiossarcomas). A expressdo imunoistoquimica do AKT
estava ausente em todos os tipos histologicos estudados (leiomiomas, leiomiomas
nao usuais e leiomiossarcomas). A expressao imunoistoquimica do PI3K nos
leiomiomas, variantes do leiomioma e leiomiossarcoma estava presente em 65%,
62,5% e 62,5% dos casos, respectivamente. A expressdao imunoistoquimica do mTor
nos leiomiomas, leiomiomas ndo usuais € leiomiossarcoma foi forte em 17,4%,
46,7% e 41,4% dos casos, respectivamente. Agrupando-se os leiomiomas ndo usuais
com os leiomiossarcomas e comparando com os leiomiomas observou-se expressoes
fortes em 43,2% e 17,4% respectivamente (p=0,035). 2. As expressoes
imunoistoquimica do PTEN, Akt, PI3K e mTOR ndo se correlacionaram com as
variaveis clinico-patologicas nos leiomiossarcomas uterinos. 3. As expressoes
imunoistoquimica do PTEN, Akt ¢ mTOR ndo tiveram impacto progndstico nos
leiomiossarcomas uterinos. A expressdo imunoistoquimica fraca do PI3K teve

impacto negativo em sobrevida global nas pacientes estadio 1.



SUMMARY

Faloppa CC. [Immunohistochemical expressions of AKT, mTOR, PTEN and
PI3K in leiomyomas, atypical leiomyomas and uterine leiomyosarcomas]. Sao

Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Fundagdao Antonio Prudente]

Introduction: Epidemiological studies have demonstrated that uterine body cancer
is the sixth most common cancer in Brazilian women, with an estimated 6,950 new
cases in 2016. Uterine leiomyosarcoma is the most common histological subtype of
uterine sarcoma. The pathways of progression of the genesis of uterine
leiomyosarcoma are poorly understood, and studies have revealed the involvement of
PTEN, PI3K, Akt and mTOR pathways. Objectives: 1. Evaluation of the
immunohistochemical expressions of PTEN, PI3K, Akt and mTOR in leiomyomas,
unusual leiomyoma variants and uterine leiomyosarcomas; 2. Correlation of the
immunohistochemical expressions of PTEN, PI3K, Akt and mTOR, with clinical-
pathological variables in uterine leiomyosarcomas; 3. Evaluation of the
immunohistochemical expression of PTEN, Akt, PI3K and mTOR as possible
prognostic factors in uterine leiomyosarcomas. Patients and methods: Twenty-three
patients with leiomyomas 16 unusual leiomyoma variants, 44 uterine
leiomyosarcomas were selected from 1982 to 2013 at the A.C. Camargo Cancer
Center, based on a retrospective analysis of medical records. Immunohistochemical
studies of the following markers were performed: PTEN, Akt, PI3K and mTOR.
Results: We obtained positive PTEN immunohistochemical expression and negative
Akt expression in all histological types (leilomyomas, unusual leiomyoma variants
and leiomyosarcomas). In relation of PI3K, there was no difference in
immunohistochemical expression in uterine leiomyosarcomas when compared to
typical and unusual leiomyoma variants; in leiomyomas there was a positive
expression in 13 cases (65.0%); unusual leiomyoma variants there was a positive
expression in 5 cases (62.5%); in leiomyosarcomas there was a positive expression in
15 cases (62.5%). There was no correlation between clinical and pathological

variables with PI3K expression in leiomyosarcomas. Immunohistochemical



expression of mTor in leiomyomas was strong in 4 cases (17.4%), in unusual
leiomyoma variants was strong in 7 cases (46.7%), in leilomyosarcomas was strong in
12 cases (41.4%). When the cases of unusual leiomyoma variants were grouped with
leiomyosarcomas, there was an increased expression of mTor in relation to
leiomyomas (17.4% vs. 43.2%, p = 0.035). There was no correlation of mTor
immunohistochemical expression in uterine leiomyosarcomas in relation to clinical
and pathological variables. Regarding overall survival, we obtained a median overall
survival of 24 months in patients with uterine leiomyosarcomas and only the stage
had an impact on survival. However, at stage I, the negative immunohistochemical
expression of PI3K had a negative impact on overall survival (p = 0.025). In the case
of disease-free survival, we found a median disease-free survival of 16.9 months.
Patients with extra-uterine disease and mitotic index> 20 / CGA had worse disease-
free survival. Conclusions: 1). Immunohistochemical expression of PTEN was
present in all histological types studied (leiomyomas, unusual leiomyomas and
leiomyosarcomas). Immunohistochemical expressions of Akt were absent in all
histological types studied (leiomyomas, unusual leiomyomas and leiomyosarcomas).
Immunohistochemical expression of PI3K in leiomyomas, variants of leiomyoma
and leiomyosarcoma were present in 65%, 62.5% and 62.5% of cases, respectively.
Immunohistochemical expression of mTor in leiomyomas, unusual leiomyomas and
leiomyosarcoma was strong in 17.4%, 46.7% and 41.4% of the cases. Unusual
leiomyomas and leiomyosarcomas were compared with leiomyomas and strong
expression was observed in 43.2% and 17.4% respectively (p = 0.035). 2).
Immunohistochemical expression of Akt, mMTOR, PTEN and PI3K did not correlate
with  clinical-pathological ~ variables in uterine leiomyosarcomas;  3).
Immunohistochemical expressions of PTEN, Akt, and mTOR did not have a
prognostic impact on uterine leiomyosarcomas. Negative immunohistochemical

expression of PI3K had a negative impact on overall survival in stage I patients.
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1 INTRODUCAO

Os sarcomas sao grupos de tumores origindrios de células mesenquimais,
representam cerca de 1% das neoplasias malignas. A maioria dos sarcomas
apresentam crescimento localmente agressivo e propagacao hematogénea a distancia
(BECK et al. 2009). O leiomiossarcoma (LMS) ¢ o sarcoma de partes moles mais
comum, correspondendo a 24% dos sarcomas de partes moles (TORO et al. 2006), ¢
um tumor maligno do musculo liso que apresenta um alto grau de heterogeneidade
molecular e caracterizado sua agressividade por altas taxas de recorréncia local e
metastases; podendo ocorrer em varias localidades como trato ginecologico, visceras
e partes moles (LEE et al. 2009).

Estudos epidemioldgicos demonstram que cancer de corpo de ttero € o sexto
cancer mais comum em mulheres brasileiras, com estimativa de 6.950 casos novos
em 2016, o que representa 3,4% de todas as neoplasias malignas feminina
(Ministério da Satde 2016). Os sarcomas uterinos sdo raros, representando somente
3 a 8% dos tumores malignos do utero (MAJOR e BLESSING 1993; UEDA et al.
2008; TROPE et al. 2012), podendo apresentar diferenciagio homologa ou
heteréloga. A maioria dos sarcomas uterinos s3o homologos, ocorrendo
diferenciagdo a partir de tecido uterino, incluindo endométrio (sarcoma do estroma
endometrial), musculo (leiomiossarcoma) e outros (tecido conectivo, vasos
sanguineos ou linfaticos). Em contraste, os sarcomas uterinos heterélogos contém
diferenciagdo de tecidos nao presentes originalmente no utero (musculo esquelético,

cartilagem, 0ss0).



Em relagdo aos sarcomas uterinos, o leiomiossarcoma ¢ o subtipo histologico
mais comum, seguido dos sarcomas do estroma endometrial de baixo grau, sarcomas
do estroma endometrial de alto grau e dos adenossarcomas (BENSON e MIAH
2017). Os leiomiossarcomas uterinos sao neoplasias malignas muito agressivas e
com alta taxa de recorréncia variando de 53% a 71% para os tumores confinados no
utero, tendo mau prognostico e sobrevida global em 5 anos variando de 10-50%
(D'ANGELO e PRAT 2010).

As pacientes apresentam como sintoma principal o sangramento uterino,
geralmente durante a perimenopausa ou na pds-menopausa ¢ com uma média de
idade ao diagnostico de 50,9 anos (BROOKS et al. 2004; ABELER et al. 2009;
DAFOPOULOS et al. 2010). GIUNTOLI (2003), reportou a experiéncia da Clinica
Mayo com 208 pacientes com leiomiossarcomas uterinos, dados colhidos ao longo
de um periodo de 23 anos, sendo o sangramento vaginal o sintoma mais comum
(56%), seguido por massa pélvica palpavel (54%) e dor pélvica (22%). Foram
descritos como fatores de risco: sobreviventes a longo prazo do retinoblastoma
hereditario ou radioterapia pélvica prévia. Condigdes hormonais, assim como o uso
de contraceptivos orais ndo tém sido associados com o desenvolvimento de
leiomiossarcoma (KOBAYASHI et al. 2013).

Os leiomiossarcomas podem ainda apresentar-se como hemoperitoneo,
extensdao extra-uterina ou por metastases a distdncia. Sintomas e sinais sdo muito
semelhantes ao dos leiomiomas e a distingdo pré-operatdria pode ser dificil.
Suspeita-se de malignidade quando hd comportamentos clinicos especificos como
crescimento tumoral em mulheres na menopausa ¢ sem reposi¢do hormonal (REED

et al. 2003; PERRI et al. 2009).



Estes tumores geralmente surgem como nddulos solitarios, volumosos
(>10cm) e que invadem a parede uterina, menos frequentemente apresentam lesdes
nodulares salientes na cavidade endometrial. A maioria dos leiomiossarcomas tem
componente intramiometrial ¢ submucoso. Em 5% podem surgir no colo do ttero.
Eles sdo muitas vezes mal circunscritos e ndo podem ser separados do miométrio
adjacente, em contraste ao leiomioma. Ao corte, a superficie ¢ macia ¢
freqlientemente associada a dareas de necrose e hemorragia. O diagnéstico
frequentemente ¢ feito pelo patologista apds histerectomia primaria realizada como
sendo um presumivel leiomioma, a menos que a doenca metastatica seja
diagnosticada no inicio. Apesar de diversos relatos em que os leiomiossarcomas
podem estar presentes na submucosa do utero em 30-50% dos pacientes, o
diagnostico por biopsia ndo ¢ facilmente realizado (LEIBSON et al. 1990;
MOINFAR et al 2007).

Em relagdo aos leiomiossarcomas uterinos, o fator prognéstico mais
importante ¢ o estddio da doenga (Quadro 1). O estadio patolégico, tamanho do
tumor e indice mitético estdo relacionados a sobrevida (D’ANGELO e PRAT 2010;

TROPE et al. 2012).



Quadro 1 - Estadiamento do leiomiossarcoma uterino

I Tumor limitado ao utero

Ia Diametro de até 5 cm

Ib Diametro superior a 5 cm

II Tumor com extensao a pelve

ITa Acometimento dos anexos

IIb Acometimento dos tecidos pélvicos extra-uterinos
11 Tumor invade tecidos abdominais

II1a Um sitio de acometimento

IIb Mais de dois sitios de acometimento

IIc Metastase aos linfonodos pélvicos e/ou retroperitoneais
v

IVa Invasdo da bexiga e/ou reto

IVb Metastase a distancia

Fonte: D'ANGELO e PRAT (2010).

O tratamento inclui uma combinagdo de cirurgia ¢ quimioterapia adjuvante
com ou sem radioterapia. A cirurgia consta de histerectomia abdominal total,
cuidadosa avaliagdo para disseminacdo peritoneal e debulking tumoral se houver
disseminagdo peritoneal extra-uterina. Ooforectomia e linfadenectomia permanecem
controversas, ja que metastases para estes Orgdos sdo eventos raros € a ressec¢ao
destas estruturas parece nio mudar o prognostico da paciente (LEITAO et al. 2003;
REED et al. 2003; KAPP et al. 2008; TROPE et al. 2012). A influéncia da terapia
adjuvante na sobrevida ¢ incerto e a radioterapia parece ser util no controle local de
recorréncia. Esquemas de  quimioterapia  com  doxorrubicina  ou
docetaxel/gemcitabina sdo utilizados para doenga avangada ou recorrente mas com
baixas taxas de resposta (27-36%) (DHINGRA et al. 2011). Importante notar que a
eficacia do tratamento sist€émico permanece limitada e ndo existem ainda alvos

terapéuticos especificos (GADDUCCI et al. 2008).




Os patologistas podem apresentam dificuldades ao diagnosticar um
leiomiossarcoma uterino em relagdo aos critérios anatomopatoldgico que definem o
diagnostico de leiomiossarcoma. Os leiomiossarcomas devem ser distinguidos de
uma grande variedade de tumores benignos do musculo liso (tabela 2). Os
leiomiossarcomas apresentam: atividade mitdtica (mais de 10 mitoses por 10 campos
de grande aumento), moderada a acentuada atipia celular e necrose coagulativa. O
pleomorfismo nuclear, nucleomegalia, irregularidade na membrana nuclear,
hipercromatismo e proeminéncia nuclear observada em pequeno aumento sao
indicadores de atipia citologica (SILVERBERG e KURMAN 1992, KARPATHIOU
et al. 2010). A necrose tumoral deve ser diferenciada da necrose tipo infarto, sendo
definida como uma transi¢do abrupta entre o tumor vidvel e a necrose, sem a
interposicdo de uma zona de tecido de granulagdo ou de coldgeno hialinizado. A
distribui¢@o perivascular do tumor vidvel também € uma caracteristica da necrose das
células tumorais. No entanto, apesar de critérios bem definidos morfoldgicos, a
distin¢do entre necrose tumoral e necrose tipo infarto continua sujeita a variabilidade
interobservador (CHIANG e OLIVA 2013).

Ha algumas entidades clinicas que podem causar duvidas quanto ao
comportamento maligno ou benigno de certas lesdes. As variantes das lesdes da

musculatura uterina sdo descritas no Quadro 2.



Quadro 2- Variantes morfoldgicas das lesdes uterinas benignas

Leiomioma celular

Leiomioma com nucleo bizarro

Leiomioma mitoticamente ativo

Leiomioma apoplético

Leiomioma lipomatoso (lipoleiomioma)

Leiomioma epitelioide

Leiomioma mixoide

Leiomioma dissecante

Leiomiomatose difusa

Leiomiomatose venosa

Leiomiomatose metastatizante

Fonte: KURMAN et al. (2014).

Os leiomiomas, incluindo suas variantes, sdo 0s tumores uterinos mais
comuns e usualmente acometem mulheres na quarta e quinta década de vida. A
classificagdo dos leiomiomas apresentou mudangas na ultima classificacio da OMS
em 2014, dessa forma, passaram a ser classificados como: leiomiomas, as variantes
dos leiomiomas (Quadro 2) e os STUMPs (tumor de musculo liso de potencial
maligno incerto). Na nova classificagdo da OMS de 2014, os leiomiomas atipicos
apresentaram-se como sinonimia dos STUMPs. No trabalho realizado, os
leiomiomas atipicos foram renomeados como variantes dos leiomiomas (VL) em
decorréncia na nova classificagao proposta pela OMS (KURMAN et al. 2014).

As variantes dos leiomiomas (VL) correspondem a 10% dos casos.
Macroscopicamente sdo multiplas lesdes (> 75% dos casos) podendo ser intramural,
submucoso e subseroso. Sdo lesdes bem circunscritas, mas nao encapsuladas. Variam
amplamente em tamanho e caracteristicamente tem uma superficie arrendondada,

endurecida e esbranquigada. Areas de infarto hemorragico siao comuns



particularmente em lesdes grandes e podem ser cisticas, especialmente nas lesdes
mixoides (KURMAN et al. 2014).

A categoria intermediaria engloba o Smooth Muscle Tumor of Uncertain
Malignant Potential-STUMP. A categoria STUMP ou leiomioma atipico exclui o
diagnéstico benigno do leiomioma, enquanto que os critérios atuais para
leiomiossarcoma nao sdo cumpridas. Dada a natureza limitrofe desse diagnoéstico
histopatologico, a categoria STUMP ¢ um grupo heterogéneo. Estes tumores ndo
podem ser classificados como definitivamente benigno ou maligno. Assim, um
pequeno numero desses tumores constitui um dilema diagnostico. A média de idade
ao diagnostico do STUMP ¢ de 45 anos e 80% dos pacientes encontram-se na pré-
menopausa. A taxa de recorréncia em pacientes com STUMP ¢ de 7%.
(KOBAYASHTI et al. 2013; KURMAN et al. 2014).

Como exemplo de outras entidades raras de comportamento incerto temos a
leiomiomatose intravenosa, a qual é caracterizada por ndédulos de células musculares
lisas histologicamente benignas e que crescem no interior dos vasos. O tratamento
envolve a remocgdo cirirgica e o progndstico ¢ bom ja que as recorréncias sao
incomuns. Outra entidade rara da musculatura lisa ¢ o leiomioma metastatico
benigno, na qual depositos de tumor de musculo liso sdo encontrados no pulmao,
linfonodos e no peritdnio, tendo um aspecto histologico semelhante a um leiomioma
benigno. A maioria das mulheres tem uma historia de cirurgia pélvica para
leiomiomas benignos anos antes destes sitios metastaticos serem reconhecidos. A
excisdo cirtrgica ¢ o tratamento primario (CLEMENT 1988; KURMAN et al. 2014).

Com base na citogenética, os sarcomas em geral foram divididos em duas

classes principais. A primeira classe inclui sarcomas de caridtipos simples,



translocagdes cromossOmicas especificas e perfis bem definidos de expressao. A
segunda ¢ caracterizada por histologia pleomorfica, cariétipo complexo e aneuploidia.
Este ultimo grupo inclui os dois dos mais comuns subtipos de sarcoma de partes
moles: leiomiossarcoma e histiocitoma fibroso maligno, também denominado de
sarcoma de alto grau pleomorfico indiferenciado, cuja etiologia molecular ainda ¢
pouco compreendida (GIBAULT et al. 2012; MURRAY et al. 2010). Os
leiomiossarcomas uterinos mostram aberragdes genéticas multiplas, variadas e
cariétipos muito complexos, muitas vezes aneuploides ou polipléides (KILDAL et al.
2009; RAISH et al. 2012). Essa heterogeneidade dificulta a identificagdo de
mutagdes ¢ identificagdo de possiveis alvos terapéuticos. Embora as mutacdes
pontuais sejam bastante escassas no LMS, seu genoma ¢ caracterizado por grandes
amplificacdes e delegdes dispersas, com ganhos de até 15% e perdas de até¢ 45% do
genoma (KILDAL et al. 2009; MURRAY et al. 2010). Acredita-se que a
diferenciagdo de células de musculo liso possa ser o alvo para a transformagdo em
leiomiossarcoma, enquanto que a célula de origem para sarcoma de alto grau
pleomorfico indiferenciado ¢ desconhecida (GIBAULT et al. 2012).

Mais freqiientemente, os leiomiossarcomas aparecem no utero, retroperitonio
ou extremidades, ¢ embora histologicamente indistinguiveis, eles t€ém diferentes
cursos clinicos e resposta aos quimioterapicos. Porém, a base molecular para estas
diferengas ainda nao esta claro.

As vias de progressdo do leiomiossarcoma uterino sdo pouco compreendidas
e estudos sugerem a participagdo das vias do PTEN, Akt e mTOR (GIBAULT et al.

2012). Evidéncias sugerem ainda o potencial envolvimento da via PI3K-Akt no



desenvolvimento dos sarcomas (XIAO et al. 2001; SUN et al. 2006) e esta via ¢
negativamente regulada pelo PTEN (Figura 1).

A fosfatase e tensina homodlogo (PTEN) é uma proteina que, em seres
humanos, ¢ codificada pelo gene PTEN. O substrato principal do PTEN ¢é o
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), uma molécula de segundo-mensageiro
gerado pela a¢do de PI3Ks. O PTEN regula negativamente os niveis intracelulares de
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato nas células e funciona como um supressor de
tumor ao regular negativamente a via de sinalizacdo Akt / PKB. A delecdo da regido
do cromossomo 10q (contendo o locus PTEN) ocasionando inativacdo desse gene
supressor tumoral e, portanto, ativacdo da via PI3K-Akt foi detectada em
leiomiossarcomas humanos podendo estar associada a um comportamento clinico
agressivo (HU et al. 2005). HU et al. (2005) relataram que cerca de 59% dos
leiomiossarcomas uterinos e extra uterinos apresentam delecdo da regido
cromossomica 10q que contém o gene PTEN. Nos pacientes com leiomiossarcoma
uterinos, a perda de inibi¢do do PTEN correlacionou-se com uma pior sobrevida
livre de doenca (CUPPENS et al. 2017). A perda de inibi¢ao do PTEN foi ainda
sugerida como tendo valor prognéstico em outros tipos de cancer ginecoldgico
(TERAKAWA et al. 2003; MARTINS et al. 2014). Ao lado de seu papel
prognoéstico, a perda de inibicdo do PTEN também pode orientar as decisdes
terapéuticas (CUPPENS et al. 2017).

A via PI3K-Akt ¢ uma das principais vias ativadas no cancer estando
relacionada a sobrevivéncia, progressao e inibicdo da apoptose. A perda de inibi¢do
do PTEN pode ocorrer devido mutagdes em um dos alelos, erros transcricionais,

mecanismos epigenéticos ou pds translacionais. Além da perda de inibi¢do pelo
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PTEN, a via PI3K-Akt-mTOR também pode ser ativada por outros mecanismos
relacionados a fatores de crescimentos ligando-se a receptores de tirosina quinases ¢
ativadores do PI3K (Figura 1). O PTEN proporciona desfosforilacio de PIP3 para
PIP2, o que limita a habilidade de Akt para se ligar & membrana, diminuindo sua
atividade ( CUPPENS et al. 2015).

O Akt € uma proteina quinase serina/treonina composta de trés dominios: (1)
o dominio de PH na regido N-terminal, (2) o um dominio central catalitico e (3) o
dominio regulatdrio localizado na regido C-terminal (VADLAKONDA et al. 2013;
PORTA et al. 2014). Os mamiferos contém trés conhecidas como Aktl, Akt2 e Akt3,
as quais sdo expressas ubiquamente, mas com niveis variados entre os diferentes
tecidos (OSAKI et al. 2004). O Aktl estd expresso neoplasias gastricas, o Akt2 em
neoplasia de ovario, pancreas ¢ mama. O papel de Akt3 ¢ menos claro, embora
parecga estar predominantemente expresso no cérebro. Todas as trés isoformas podem
ser recrutadas para a membrana por meio do dominio N-terminal PH e, dessa forma,
serem capazes de interagir com PIP3 e assim dar continuidade a via PI3K-Akt
(MARTELLI et al. 2012).

O PI3K consiste em familia de quinases lipidicas distribuidas em quatro
classes denominadas de I, II, III e IV as quais s3o classificadas de acordo com
estrutura, fun¢do e especificidade ao substrato (VANHAESEBROECK et al. 2012).
A PI3K de classe I consiste em dois subgrupos, A e IB, os quais sdo heterodimeros
constituidos de uma subunidade catalitica e outra regulatéria, ativam a via canonica
PI3K-Akt e estdo relacionada com alteracdes genéticas, mutacdes, amplificagdo
génica ¢ cancer (SAJI et al. 2010). As fosfatidilinositol-3 quinases, PI3Ks, tem a

capacidade de fosforilar o grupo 3'-OH do anel de inositol em fosfolipidos de inositol
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para gerar o fosfordilinositol-3,4,5-trisfosfato do segundo mensageiro (PI1-3,4,5 -P3)
no folheto interno da membrana plasmatica (OSAKI et al. 2004; PORTA et al. 2014),
essencial para a translocagdo de Akt para a membrana plasmatica. Recrutado na
membrana plasmatica o Akt interage com PIP3 ocorrendo um alteragdo
conformacional, exposi¢do dos residuos de treonina 308 (Thr308) e serina 473
(Ser473) sendo fosforilado e ativado por quinase dependente de fosfoinositide PDK1
e PDK2. A fosforilagdo simultdnea de Thr305 e Ser473 ¢ necessaria para a ativacao
de Akt. A proteina Akt (p-Akt) fosforilada ativada ¢ translocada para o citoplasma ou
nicleo, onde ird ainda fosforilar uma série de substratos que podem regular
mecanismos, incluindo sintese protéica, transcricdo de genes e dessa forma
interferindo na sobrevida, proliferacdo, crescimento celular, na angiogénese e na
apoptose; inativando proteinas pro-apoptoticas, tais como BAD da familia Bcl-2
(VIVANCO e SAWYERS 2002). O Akt ativado pode ativar direta e indiretamente o
mTOR. O Akt ativa o mTOR através da fosforilagdo da ser2448 do mTOR e também
ao inibir o complexo de esclerose tuberosa complexo 2 (TSC2) e TSC1 (OSAKI et al.
2004). Além disso, a ativacao do Aktl ativa outras importantes vias relacionadas ao

cancer, dentre elas a via da 8- catetina (CUPPENS et al. 2015).
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Fonte: CUPPENS et al. (2015).
Figura 1 - Via sinalizadora do PI3K-Akt-mTOR

A via de mTOR tem um papel importante nas vias de sinalizagdo celular
promovendo a tumorigénese através da fosforilagdo de proteinas que regulam
diretamente a sintese de proteinas, progressao do ciclo celular, o crescimento ¢ a
proliferacdo celular. Estudos tém demonstrado que mTOR ativada leva a fosforilagao
de p70S6kinase (p70S6K) a treonina 389, a qual contribui para a progressao do ciclo
celular de G1 e proliferacdo de células tumorais (Figura 2) (DHINGRA et al. 2011).

Na célula, o mTOR ¢ encontrado como dois distintos complexos
multiproteicos: 0 mTOR complexo 1 (mTORCI1) e mTOR complexo 2 (mTORC2)
(Figura 2). O mTORCI1 apresenta o componente raptor, enquanto o mTORC2
apresenta o componente rictor. A rapamicina ¢ um inibidor de mTOR, impedindo a
traducdo do sinal dependente de mTOR. O mTORCI ¢ rapamicina sensivel enquanto
mTORC?2 ¢ relativamente rapamicina insensivel (Figura 3). Além disso, CHEN et al.

(2010) demonstraram que mTORC2 ¢ necessario para a progressao do ciclo celular,
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através de mecanismos Akt dependentes. E importante notar que a Akt fosforilada
em serina 473 é considerada como efetora de sinalizagdo mTORC2 sendo implicada
na tumorigénese. Dessa forma, a identificagdo da ativag@o das via tumorigénicas pelo
mTORC2 poderia ser um alvo para terapias moleculares de tradugdo de sinal
(DHINGRA et al. 2011).

A desregulagdo da sinalizagdo do PI3K-Akt-mTOR também tem sido
implicada na patogénese e progressdo de muitos outros tipos de cancer, tais como as
neoplasias de cabeca e pescoco, colo de utero, prostata, figado, estdmago, rim,
cérebro, bexiga e mama. A literatura também relata evidéncias de ativagdo da via do
mTOR em outros tipos de cancer ginecoldégico como o adenocarcinoma do
endométrio. A inativagdo génica do PTEN em linhagem de musculo liso de rato
predispdem as células musculares lisas a transformacdo, ocasionando ativacdo
constitutiva do mTOR, que foi fortemente associado a génese do sarcoma proposto
no modelo de HERNANDO et al. (2007). A justificativa da sinalizagio do mTOR
como fator necessario para sarcogénese foi sugerida, pela susceptibilidade dos
tumores a inibicdo de mTOR (BJORNSTI e HOUGHTON 2004; MAJUMDER et al.
2004; HERNANDO et al. 2007). No entanto, na literatura ha poucos trabalhos sobre
a ativagdo da via mTOR no sarcoma em geral e em leiomiossarcomas uterinos

(DHINGRA et al. 2011).
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Figura 3 - Modelo proposto da génese e progressdo dos leiomiossarcoma pela a¢do

da rapamicina.

Dessa forma, apesar da sarcogénese dos leiomiossarcomas uterinos ser pouco
compreendida alguns estudos experimentais demonstram a possibilidade da
participacdo da via PTEN, PI3K, Akt, e mTOR na génese dos sarcomas, em geral,

motivando a realizag¢ao desse estudo.
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OBJETIVOS

Avaliar as expressoes imunoistoquimicas do PTEN, PI3K, Akt e mTOR em
leiomiomas, leiomiomas ndo usuais ¢ em leiomiossarcomas uterinos;
Correlacionar as expressdes imunoistoquimicas do PTEN, PI3K, Akt e
mTOR com as variaveis clinico-patologicas nos leiomiossarcomas uterinos;
Avaliar as expressoes imunoistoquimicas do PTEN, PI3K, Akt ¢ mTOR

como possiveis fatores progndsticos nos leiomiossarcomas uterinos.
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3 CASUISTICA E METODO

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com leiomiossarcoma uterino e leiomiomas nao usuais que foram
acompanhadas no Departamento de Ginecologia Oncoldgica do A.C.Camargo
Cancer Center no periodo de 1982 a 2013. Foram ainda selecionados aleatoriamente

uma amostra de casos de leilomiomas uterinos.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

a.  Pacientes que ja tenham recebido qualquer tratamento neoadjuvante para a

neoplasia uterina;

b.  Paciente cujo material anatomopatoldogico ndo possibilite a andlise
imunoistoquimica;
c.  Paciente com diagndstico de um segundo tumor primario no periodo de 5

anos apo6s o do diagnodstico de leiomiossarcoma, excluindo cancer de pele nao

melanoma.
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34 DESCRICAO DA CASUISTICA

Foram identificados 188 casos de pacientes com diagnéstico de sarcomas
uterinos tratadas no A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 1982 a 2013. Destes
104 casos eram leiomiossarcomas uterinos. Apenas 76 pacientes com diagnostico de
leiomiossarcomas uterinos foram inicialmente tratadas ou tiveram diagnéstico
confirmado por revisdo de ldminas na instituigdo. Dentre as 76 pacientes
selecionadas para o estudo, foram excluidas inicialmente 32 pacientes devido a nao
localizagdo do material e a reclassificacdo pelo patologista. Dessa forma, a amostra
foi constituida por 23 pacientes com leiomiomas 12 pacientes com variantes dos
leiomiomas (4 com leiomiomas mitoticamente ativos, 2 com nucleos bizarros ¢ 6
com leiomiomas celular), 4 pacientes com leiomiomas atipicos (STUMP) e 44
pacientes com leiomiossarcomas uterinos (Figura 4). No trabalho realizado, as
paciente com diagnostico de variantes dos leiomiomas e as com diagnostico de
STUMPs foram agrupados para analise estatistica, sendo denominados de

leiomiomas nao usuais (LNU).
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Figura 4 - Fluxograma demonstrando a descri¢do da casuistica (anatomopatoldgico,

A.C.Camargo Cancer Center)

As informagdes demograficas, do quadro clinico inicial, do tratamento e do
seguimento de todas as pacientes diagnosticadas com leiomiossarcomas de utero

entre 1982 e 2013 foram a partir da anélise retrospectiva dos prontuarios médicos.

3.5 FICHA DE REGISTRO DE DADOS

Foi utilizado uma ficha de registro de dados para levantamento dos casos de
sarcomas uterinos do Departamento de Ginecologia Oncoldgica do A.C.Camargo
Cancer Center com itens para coleta de informagdes diversas sobre o paciente,
quadro clinico inicial, tratamento, seguimento e resultados da avaliacdo

anatomopatolédgica (Apéndice 1).
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3.6 METODO

Os blocos de parafina contendo os espécimes histopatoldgicos foram
separados e novos cortes realizados. O primeiro corte obtido de cada bloco foi
corado pela técnica tradicional de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas foram
revisadas por um patologista especializado em ginecologia oncologica e sarcomas
(Dra Louise de Brot e Dra Isabela Werneck da Cunha), confirmando o diagndstico da
neoplasia. Os casos foram reclassificados, quando necessario. Para cada caso foi
avaliado a presenca de necrose (presente ou ausente), celularidade (baixa, moderada,
alta), atipia nuclear (leve, moderada, intensa) e indice mitotico (em 10 campos de
grande aumento). Os casos de sarcomas de Utero indiferenciados ou que geraram
davidas, foram submetidos a estudo imunoistoquimico para esclarecimento do
subtipo histologico e confirmacdo de leiomiossarcoma. Foi selecionado uma area

representativa do tumor para a montagem do TMA.

3.6.1 Construcédo do TISSUE MICROARRAY - TMA

O TMA ¢ um bloco de parafina composto de multiplos espécimes que podem
ser simultaneamente investigados com diferentes técnicas in situ, resultando em uma
significativa reducdo de tempo e custo, comparado com estudos histopatologicos
convencionais.

A construcdo do TMA iniciou-se com a selecdo dos blocos doadores.
Confeccionou-se uma nova lamina de hematoxilina-eosina (HE) onde se realizou a
marcagao circular da regido de interesse do estudo. A partir desta area pré-definida, o

Tissue Microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, MD) foi removido o
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cilindro de tecido tumoral do bloco doador, o qual foi inserido em um bloco de
parafina receptor. O cilindro de tecido com uma dimensdo de 1,0 mm de cada
espécie foi puncionado e disposto no bloco de parafina receptor de acordo com as
coordenadas cartesianas, separados por espago de 0,2 mm. Na sec¢do do bloco de
TMA resultante foi utilizado um micrétomo manual, com posterior transferéncia em
fita adesiva para laminas especiais (Instrumedics Inc, Hackensack, NJ). A retirada da
fita para exposicdo a luz ultravioleta e o armazenamento das laminas cobertas por
parafina e embaladas a vacuo em freezer a-20°C concluiram o processo de
constru¢do do TMA (Anexo 2). Detalhes do método podem ser vistos na revisao

realizada por ANDRADE et al. (2007).

3.6.2 Imunoistoquimica

As laminas de TMA foram desparafinadas em xilol (2 trocas de 10 minutos
cada); depois, passadas em alcool etilico em concentracao decrescente (100%, 85% e
75%) e depois lavadas em agua corrente por 5 minutos.

A recuperacao antigénica por calor foi realizada utilizando panela de pressao
em tampao citrato, pH=6,0. Apds a recuperacdo antigénica, as laminas foram
resfriadas e lavadas em 2 banhos de PBS de 5 minutos cada.

A peroxidase endogena foi bloqueada em solucdo de peréxido de hidrogénio
a 3%, com a duracdo de 20 minutos, sendo 4 trocas de 5 minutos cada. As laminas, a
seguir, foram lavadas em dgua corrente e um banho de PBS de 5 min. Em seguida os
cortes foram incubados com bloqueador de proteinas (DAKO) por 5 minutos, a

temperatura ambiente ¢ em camara umida. O excesso do bloqueador foi retirado com
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lavagem em PBS e os cortes incubados com anticorpo primario, por 60 minutos a
temperatura ambiente.

As laminas foram lavadas em tampao PBS (3 trocas de 5 minutos cada) e, em
seguida, incubadas com o anticorpo secundario e com o polimero HRP (Kit
Advance-DAKO), durante 30 minutos cada reagente, em camara umida, a
temperatura ambiente. Apos lavagem em PBS, os cortes foram incubados com o
cromogeno Diaminobenzidina (DAB - DAKO), por 5 minutos, sendo as laminas
lavadas em agua corrente e contracoradas com hematoxilina de Harris, por 2
segundos; lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool, xilol, ¢ montadas em
equipamento automatizado (Tissue-Tek film) (ALVES et al. 1999).

A expressdo imunoistoquimica do PTEN foi avaliada no nucleo, sendo
categorizada como presente ou ausente. A expressdao imunoistoquimica do Akt foi
avaliada no nucleo, sendo categorizada como presente ou ausente.

A expressao imunoistoquimica do PI3K foi avaliada segundo a intensidade
citoplasmatica, sendo considerada: 0 quando ndo houve expressdo; 1+ quando houve
expressao de fraca intensidade; 2+ quando houve expressdo de moderada
intensidade; 3+ quando houve expressdo de forte intensidade. Posteriormente a
intensidade 0 foi categorizada como expressao negativa e as intensidades 1+ 2+ ¢ 3+
foram agrupadas e categorizadas como expressao positiva.

A expressao imunoistoquimica mTOR foi avaliada segundo a intensidade
citoplasmatica, sendo considerada: 0 quando ndo houve expressdo; 1+ quando houve
expressdao de fraca intensidade; 2+ quando houve expressdo de moderada
intensidade; 3+ quando houve expressdo de forte intensidade. Posteriormente as

intensidades 0 e 1+ foram agrupadas e consideradas como expressdo fraca e as
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intensidades 2+ e 3+ consideradas como expressao forte.

A expressdo imunoistoquimica do mTOR também foi avaliada no nucleo,
sendo considerada negativa quando nao houve expressio do mTOR e positiva
quando houve qualquer expressao do mTOR.

Os anticorpos primdrios utilizados tiveram as seguintes especificagoes:

. PI3K p85 - Abcam (phospho Y607), polyclonal antibody (ab182651),

immunoprecipitation 1/500 - 1/1000.

. PTEN - Thermo Scientific - clone 17A, monoclonal antibody, concentration
1:50-1:200.
° AKT1 - Cell Signaling - clone 2H10, mAb #2967, monoclonal antibody,

immunoprecipitation 1: 100.

o mTor - Abcam, clone y391 ref ab32028, isotype IgG, monoclonal antibody,

immunoprecipitation 1: 400.
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Figura 5 - Fotomicrografia exemplificando a) leiomioma (20x), b) leiomioma celular (40x),

¢) leiomiossarcoma (20x); hematoxilina e eosina.
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Figura 6 - Fotomicrografia exemplificando a) auséncia de expressio imunoistoquimica do
Aktl no ntcleo do leiomioma (40x), b) auséncia de expressdo imunoistoquimica do Aktl no nucleo
do leiomioma ndo usual (40x), c¢) auséncia de expressdo imunoistoquimica do Aktl no nucleo do

leiomiossarcoma (40x).
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Figura 7 - Fotomicrografia exemplificando a) expressdo imunoistoquimica de intensidade
fraca (1+) do m-Tor no leiomioma (40x), b) expressdo imunoistoquimica de intensidade forte
citoplasmatica (3+) e nuclear do m-Tor no leiomioma ndo usual (40x), ¢) expressdo imunoistoquimica

intensidade forte citoplasmatica (3+) e nuclear do m-Tor no leiomiossarcoma (40x).
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Figura 8 - Fotomicrografia exemplificando a) expressdo imunoistoquimica citoplasmatica de
intensidade fraca (1+) do PI3K no leiomioma (40x), b) expressdo imunoistoquimica citoplasmatica de
intensidade moderada (2+) do PI3K no leiomioma ndo usual (40x), ¢) expressdo imunoistoquimica

citoplasmatica de intensidade forte (3+) do PI3K no leiomiossarcoma (40x).
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Figura 9 - Fotomicrografia exemplificando a) expressido imunoistoquimica nuclear positiva

do PTEN no leiomioma (40x); b) expressdo imunoistoquimica nuclear positiva do PTEN no

leiomioma ndo usual (40x);

leiomiossarcoma (40x).

c) expressdo imunoistoquimica nuclear positiva do PTEN no
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados dos prontuarios foram transcritos para ficha padronizada e
digitados em computador para gerenciamento do banco de dados e andlise estatistica.
A confec¢do do banco de dados e as andlises foram feitas no programa estatistico
“Statistical Package for Social Sciences” versao 20.0 for Mac (SPSS, Inc., Chicago,
IL).

Inicialmente foram calculadas freqiiéncias simples de todas as variaveis. As
associacoes entre as variaveis categoricas foram analisadas pelo teste qui-quadrado
bi-caudal ou pelo teste exato de Fisher quando pelo menos uma freqiiéncia esperada
foi menor do que 5. As variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo teste de
Kruskal-Wallis.

Definimos como doenga restrita ao utero os tumores com estadiamento I e
como doenca extra-uterina os tumores com estadiamento II, III e IV. Foi utilizado o
método de Kaplan-Meier para os céalculos de probabilidade de sobrevida global e
livre de doenca. A data da cirurgia foi considerada como o momento inicial do
seguimento. Para o calculo do intervalo livre de doenca foi considerado como
momento final a data da recorréncia. Foram excluidas desta analise as mulheres com
intervalo livre de doenga menor do que 4 meses, por considerar que esta situacao
corresponde, na maioria das vezes, a persisténcia de doenga e ndo a recorréncia.
Também foram excluidas aquelas nos estadios IV para analise de sobrevida livre de
doenca. Para o calculo da sobrevida global foi considerado como momento final a

data do 6bito ou ultimo seguimento. Foi classificado como censura o caso em que
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ndo se registrou 6bito ou recorréncia e, nesta situagdo, o0 momento final da analise
correspondeu a data da ultima informagdo clinica (KAPLAN e MEIER 1958). Foi

utilizado o teste de log-rank para se comparar as curvas de sobrevida entre os grupos.
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5 RESULTADOS

51 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E CIRURGICOS DOS
LEIOMIOMAS, LEIOMIOMAS NAO USUAIS E

LEIOMIOSSARCOMAS

A mediana da idade (Tabela 1) das pacientes com leiomioma na amostra
estudada foi de 46,9 anos e a mediana do didmetro das lesdes foi de 5,3cm. No caso
dos leiomiomas ndo usuais, a mediana da idade foi de 44,6 anos ¢ a mediana do
didmetro das lesdes foi de 9,4cm. Entre os leiomiossarcomas uterinos a mediana de
idade foi de 50,2 anos e a mediana do didmetro das lesdes foi de 12,4cm (Tabela 2).
Em relacdo a idade, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre as
pacientes com leiomioma, leiomioma nao usual e LMS (p=0,056). Houve diferenca
estatisticamente significatica (p=0,002) ao se comparar o tamanho das lesdes nas
pacientes com leiomioma, leiomioma ndo usual e LMS; sendo maiores nos

leiomiossarcomas.
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Tabela 1 - Idade das pacientes de acordo com os tipos histologicos (A.C.Camargo
Cancer Center 1982 - 2013).

Tipos Histologicos Média (anos) Mediana (anos) Minimo (anos)  Maximo (anos)
Leiomiomas 47,08 46,87 26 74
Leiomiomas ndo 43,38 44,61 27 59

usuais

Leiomiossarcomas 52,96 50,22 27 84

Tabela 2 - Tamanho das lesoes de acordo com os tipos histologicos (A.C.Camargo
Cancer Center 1982 - 2013).

Tipos Histoldgicos Média (mm) Mediana(mm) Minimo (mm) Maximo(mm)
Leiomiomas 53,87 45,0 12 110
Leiomiomas néo 93,87 75,0 25 350
usuais

Leiomiossarcomas 124,32 80,0 10,0 600,0

Os sintomas das pacientes com variantes do leiomioma foram: dor pélvica em
6,7% dos casos, sangramento vaginal em 40% e massa pélvica palpavel em 20%.
Eram assintomaticas 20% das pacientes. O diagnostico foi realizado por curetagem
em 6,3% dos casos e na grande maioria (87,3%) o diagnostico foi realizado somente
no pos operatorio apoOs analise da pega cirurgica.

As pacientes com leiomiosarcomas apresentaram-se assintomaticas em 11,8%
dos casos. Os principais sintomas foram: dor pélvica (29,4%), sangramento vaginal
(44,1%), corrimento vaginal (2,9%) e massa pélvica palpavel (11,8%). O diagndstico
foi feito por curetagem em 20% dos casos, histeroscopia 2,9% e bidpsia de colo em

2,9%. Na grande maioria dos casos (74,3%) o diagnostico so foi realizado apds o
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resultado anatomopatologico definitivo. A distribuicdo dos tipos de cirurgia

realizadas nas pacientes encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Cirurgias realizadas nas paciente com leiomiossarcomas uterinos.

(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

N %
HTA 12 32,4
HTA+ SOB 20 54,1
HTA+ SOB+ Linf Pelvica 2 5,4
HTA+ SOB+ Linf Pelvica e Retrop 1 2,7
Exenteracdo posterior 1 2,7

HTA: Histerectomia total abdominal; SOB: Salpingooforectomia bilateral; LNP: Linfadenectomia
pélvica; LNRP: Linfadenectomia retroperitoneal

As caracteristicas demograficas, clinicas, cirargicas e tratamento das

pacientes com leiomiossarcoma estao descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas das pacientes com leiomiossarcomas uterinos
(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Varidveis Categorias N (%)
<50 anos 17 (45,9)
Idade > 50 anos 19 (51,4)
Ignorado 1(2,7)
Assintomaticas 4 (11,8)
Dor pélvica 10 (27,0)
. Sangramento vaginal 15 (40,5)
Sintomas Corrimento vaginal 1(2,7)
Tumoragao pélvica 4(10,8)
Ignorado 3(8,1)
Curetagem uterina 7(18,9)
Histeroscopia 1(2,7)
S Biodpsia de colo de ttero 1(2,7)
Forma do Diagnéstico Achados pos cirurgicos 26 (70,3)
Ignorado 2(54)

. . ACC 16 (43.2)
Hospital onde foi Externo 21 (56.8)
realizada cirurgia

HTA 1(2,7)

HTA + SOB 12 (32,4)
Tipo de cirurgia HTA + SOB + LNP 20 (54,1)

HTA + SOB + LNP + 2(2,7)

LNRP 12,7

I 18(48,6)

. I 6(16,2)

Estadiamento FIGO 1 4(10.8)
v 9(24,3)
Sim 6(16,2)
Radioterapia externa * Nao 29 (78,4)
Ignorado 2(54)
i;;‘; 4(10,8)
Braquiterapia * Tenorado 31 (83,8)
s 2(54)
Sim 16 (43,2)
Com Adriamicina 6 (16,2)
Quimioterapia * Sem Adriamicina 10 (27,0)
Nao 19 (51,4)
Ignorado 2(54)

*02 casos ndo havia informagao sobre o tratamento adjuvante. ACC - AC Camargo Cancer Center
HTA: Histerectomia total abdominal; SOB: Salpingooforectomia bilateral; LNP: Linfadenectomia
pélvica; LNRP: Linfadenectomia retroperitoneal
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52 VARIAVEIS ANATOMOPATOLOGICAS DOS LEIOMIOMAS

NAO USUAIS E DOS LEIOMIOSSARCOMAS UTERINOS

As caracteristicas anatomopatologicas das pacientes com leiomiomas nao
usuais e leiomiossarcoma de utero estdo relacionadas nas Tabelas 5 e 6,

respectivamente.

Tabela 5 - Caracteristicas anatomopatoldgicas das pacientes com leiomiomas nio
usuais (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Variaveis Categorias N (%)
Mitose (M/10 CGA) <10 13 (81,3)
> 10 3(18,8)
Atipia Leve /Moderada 15 (93,8)
Intensa 1(6,3)
Celularidade Baixa/moderada 6 (37.,5)
Alta 10 (62,5)
Tamanho <10cm 10 (66,7)
>10 cm 5(33.3)
Necrose coagulativa Presente 1(6,3)
Ausente 12 (75)
Inclassificavel 3 (18,8)

M: mitoses; CGA: campos de grande aumento
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Tabela 6 - Caracteristicas anatomopatologicas das pacientes com leiomiossarcomas
uterinos (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Variaveis Categorias N (%)
Mitoses (M/10 CGA) <20 13 (35,1)
> 20 24 (64,9)
Atipia Leve e moderada 18 (48,6)
Intensa 19 (51,4)
Celularidade Baixa/moderada 12 (32,4)
Alta 25 (67.6)
Tamanho <10cm 13 (35,1)
>10 cm 12 (32,4)
Ignorado 12 (32,4)
Necrose Presente 34 (91,9)
Ausente 3(8,1)

M: mitoses; CGA: campos de grande aumento

53 TRATAMENTO ADJUVANTE

Dentre as pacientes com leiomiossarcomas estadio I, 25,0% foram
submetidas a quimioterapia ¢ 18,8% a radioterapia adjuvante. Nos estadios mais
avancados (III e IV) 77,7% dessas pacientes foram submetidos a quimioterapia

(Tabelas 7 e 8).



36

Tabela 7 - Relagao entre estadiamento e radioterapia das pacientes com
leiomiossarcomas uterinos (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Estadio | Estadio Il Estadio I11/1V
N (%) N (%) N (%)
Radioterapia” Nio 13 (81,2) 7(70) 9 (100)
Sim 3(18.,8) 3 (30) 0(0)
Total’ 16 (100) 10 (100) 9 (100)

*2 casos ndo havia informagdo sobre o tratamento adjuvante
**Radioterapia externa

Tabela 8 - Relagdo entre estadiamento e quimioterapia das pacientes com
leiomiossarcomas uterinos (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Estadio | Estadio 11 Estadio H11/1V
n (%) n (%) n (%)
Quimioterapia* Nao 12 (75,0) 5(50) 2(22,2)
Sem Adria** 4(25,0) 3(30,0) 3(33,3)
Com Adria** 0 2 (20,0) 4 (44,4)
Total 15 (100) 10 (100) 8 (100)

* (02 casos ndo havia informacdo sobre o tratamento adjuvante
**Adriamicina

54 AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DO

MmTOR

Considerando os tipos histologicos leiomiomas, leiomiomas ndo usuais e
leiomiossarcomas, as expressoes imunoistoquimicas citoplamatica do mTor foram:
Para os leiomiomas: expressao fraca em 19 casos (82,6%), expressdo forte

em 4 casos (17,4%). Para os leiomiomas ndo usuais: expressdo fraca em 8 casos
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(53,3%), expressao forte em 7 casos (46,7%). Para os leiomiossarcomas: expressao
fraca em 17 casos (58,6%), expressao forte em 12 casos (41,4%).

Quando agrupados os casos de leiomiomas ndo usuais com 0s
leiomiossarcomas, houve expressao aumentada em relagdo aos leiomiomas (17,4%
vs. 43,2%; p=0.035) (Tabela 13).

Nao houve correlagdo entre as varidveis clinicas e patologicas com a

expressao do mTOR nos leiomiossarcomas (Tabela 9).

Tabela 9 - Correlagdo das expressdes imunoistoquimicas citoplasmatica do mTOR
com as variaveis clinico patologicas nos leiomiossarcomas uterinos. (A.C.Camargo
Cancer Center 1982 - 2013)

Expressdo de mTOR

Variavel Categoria Fraca Forte p

Idade <50 anos 9 (69,2%) 4 (30,8%) 0,390
>50 anos 8(53,3%) 7 (46,7)

Estadio 1 6 (46,2%) 7 (53,8%) 0,261
I 3 (50%) 3 (50%)
I 4 (100%) 0 (0%)
v 4 (66,7%) 2 (33,3%)

indice mitético <10/10CGA 3 (60,0%) 2 (40,0%) 0,945
>10/10CGA 14 (58,3%) 10 (41,7%)

Tamanho do tumor <S5cm 2 (100%) 0 (0%) 0,156
>5cm 8 (47,1%) 9 (52,9%)

Celularidade Baixa/Moderada 6 (60,0%) 4 (40,0%) 0,913
Alta 11 (57,9%) 8 (42,1%)

Atipia Grau 142 8(57,1%) 6(42,9% ) 0,876

Grau 3 9 (60,0%) 6 (40,0%)
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55 AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DO

PTEN

Obtivemos expressao imunoistoquimica nuclear positiva do PTEN em todos
os tipos histologicos estudados (leiomiomas, leiomiomas ndo usuais e
leiomiossarcomas). Para a confirmagdo desses resultados foram realizados novos

cortes no TMA e confirmado o controle negativo.

5.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DO Akt

Obtivemos expressdo imunoistoquimica nuclear negativa do Akt em todos os
tipos  histologicos estudados (leiomiomas, leiomiomas ndo usuais e
leiomiossarcomas). Para a confirmagdo desses resultados foram realizados novos

cortes no TMA e confirmado o controle positivo.

5.7 AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DO

PI3K

Considerando os tipos histologicos leiomiomas, leiomiomas ndo usuais e
leiomiossarcomas as expressdes imunoistoquimicas citoplasmatico do PI3K foram:

Para os leiomiomas: expressdo negativa em 7 casos (35,0%) e expressao
positiva em 13 casos (65,0%).

Para os leiomiomas ndo usuais: expressdo negativa em 3 casos (37,5%) e

expressao positiva em 5 casos (62,5%).
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Para os leiomiossarcomas: expressdo negativa em 9 casos (37,5%) e
expressao positiva em 15 casos (62,5%).
Nao houve correlagdo entre a expressdo imunoistoquimica do PI3K com as

variaveis clinicas e patologicas nos leiomiossarcomas (Tabela 10).

Tabela 10 - Correlagdo das expressdes imunoistoquimicas citoplasmatica do PI3K
com as variaveis clinico patolégicas nos leiomiossarcomas uterinos. (A.C.Camargo
Cancer Center 1982 - 2013)

Expressdo de PI3K

Variavel Categoria Negativo Positivo p

Idade <=50 anos 3 (30,0%) 7 (30,8%) 0,673
>50 anos 5 (38,5%) 8 (61,5)

Estadio I 3(23,1%) 10 (76,9%) 0,452
11, 3 (60%) 2 (40%)
I 2 (50%) 2 (50%)
v 1 (50%) 1 (50%)

indice mitético <15/10CGA 1(14,3%) 6 (85,7%) 0,132
>15/10CGA 8 (47,%) 9 (52,9%)

Tamanho do tumor <10cm 2 (25,0%) 6 (75,0%) 0,402
>10cm 4 (44,4%) 5 (55,6%)

Celularidade Baixa/Moderada 2 (25,0%) 6 (75,0% ) 0,371
Alta 7 (43,8%) 9 (56,2%)

Atipia Grau 142 4 (30,8%) 9(69,2% ) 0,459

Grau 3 5 (45,5%) 6 (54,5%)
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Tabela 11 - Correlagdao da expressao imunoistoquimica citoplasmatico do mTor
comparando os tipos hitoldgicos leiomiomas com os leiomiomas ndo usuais
(p=0,073). (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013)

Expressao imunoistoquimica do mTOR Total
Fraca Forte
Leiomioma N 19 4 23
% 82,6% 17,4% 100%
Leiomiomas nao N 8 7 15
usuais % 53,3% 46,7% 100%
N 27 11 38
Total
% 71,1% 28,9% 100%

Tabela 12 - Correlagdo das expressdes imunoistoquimica citoplasmatico do mTor
ccomparando os tipos histologicos leiomiomas ndo usuais com os leiomiossarcomas
(p=0,73) (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Expressao imunoistoquimica do mTOR Total
Fraca Forte
Leiomiomas nao N 8 7 15
usuais % 53,3% 46,7% 100%
Leiomiossarcoma N 17 12 29
% 58,6% 41,4% 100%
Total N 25 19 44
% 56,8% 43,2% 100%

Tabela 13 - Correlacdo das expressdes imunoistoquimica citoplasmatico do mTor
comparando os tipos histologicos leiomiomas com leiomiomas ndo usuais
/leiomiossarcomas (p=0,035) (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Expressdo imunoistoquimica do mTOR Total
Fraca Forte
Leiomioma N 19 4 23
% 82,6% 17,4% 100%
25 19 44
LNU +LMS
% 56,8% 43,2% 100%
44 23 67
Total
% 65,7% 34,3% 100%

LMS-leiomiossarcoma; LNU- leiomioma ndo usual
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Tabela 14 - Correlagdo das expressdes imunoistoquimica citoplasmatico do PI3K
comparando os tipos histologicos leiomiomas com leiomiomas ndo usuais (p= 1,0)
(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Expressao imunoistoquimica PI3K Total
Negativo Positivo
Leiomioma N 7 13 20
% 35,0% 65,0% 100%
Leiomiomas ndo N 3 5 8
usuais % 37,5% 62,5% 100%
Total N 10 18 28
% 35,7% 64,3% 100%

Tabela 15 - Correlagdo da expressdo imunoistoquimica citoplasmatico do PI3K
comparando os tipos hitologicos leiomiomas ndo usuais com os leiomiossarcomas
(p=1,0) (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Expressao imunoistoquimica PI3K Total
Negativo Positivo
Leiomiomas ndo N 3 5 8
usuais % 37,5% 62,5% 100%
Leiomiossarcoma N 9 15 24
% 37,5% 62,5% 100%
Total N 12 20 32
% 35,7% 64,3% 100%

5.8 DADOS DO SEGUIMENTO

O seguimento mediano das pacientes com leiomiossarcomas foi de 21,2
meses, variando entre 1 a 237,9 meses. Das 37 pacientes do estudo com diagndstico
de leiomiossarcomas de utero, 32,4% ndo apresentaram recidiva, 43,2%
apresentaram recidiva e 9 pacientes (24,3%) apresentaram persisténcia da doenga por
serem estadio clinico IV. Das pacientes que apresentaram recidivas, 8 (42,1%)
apresentaram recidivas pélvicas, 9 (47,4%) a distancia e 2 (10,5%) apresentaram

recidivas pélvicas e a distancia. O tempo médio para recidiva foi de 16 meses e
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mediano de 12 meses, variando de 4,6 a 69 meses. A situacao final das pacientes esta

resumida na Tabela 16.

Tabela 16 - Situagdo final das pacientes com leiomiossarcomas uterinos
(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Situagdo n (%)
Vivo sem doenga 6 (16,2)
Vivo com doenga 2(5,4)
Morte pela doenca 24 (64,9)
Morte pelo tratamento 1(2,7)
Morte pos operatoria 1(2,7)
Morte por outras causas 2(54)
Perdido do seguimento 1(2,7)
Total 37 (100)

Morte em periodo < 30 dias ap0s a cirurgia

5.9 ANALISE DA SOBREVIDA GLOBAL

A sobrevida global mediana foi de 24,0 meses para pacientes portadoras de

leiomiossarcomas uterinos.
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Survival Function
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Figura 10 - Curva de sobrevida global nos leiomiossarcomas uterinos.

(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

A sobrevida global mediana do estadio I foi de 80 meses, II de 15,9 meses, III
de 5,7 meses e IV de 11,8 meses. Nao houve diferencas estatisticamente significativa
quando comparados os estadios II, III e IV. Quando agrupados os casos de doenga
extra-uterina (estadios II, III e IV), a sobrevida mediana foi de 15,8 meses, com
diferenca significativa quando comparado ao estadio I (p<0.001) (Figuras 11 e 12)

As outras variaveis clinico-patologicas nao tiveram impacto em sobrevida

(Tabela 17).
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Figura 11 - Curvas de sobrevida global dos leiomiossarcomas uterinos por

estadiamento (p= 0,08) (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).
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Figura 12 - Curvas de sobrevida global dos leiomiossarcomas uterinos considerando
doenga restrita ao utero (estadio I) e doenca extra-uterina (estadios II, III, IV)

(p<0,001) (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).
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Tabela 17 - Correlagdo dos dados clinicos, tratamentos e anatomopatoldgico com a

sobrevida global mediana nos leiomiossarcomas uterinos (A.C.Camargo Cancer
Center 1982 - 2013).

Variavel Categoria SG p
(meses)

Idade <50 anos 25,69 0,554
> 50 anos 23,22

Atipia celular Graus 1+2 23,22 0,697
Grau 3 25,69

Mitose <10/CGA 80,10 0,142
> 10/CGA 21,02

Tamanho da <10 cm 31,41 0,253

neoplasia >10 cm 21,61

Celularidade Baixa/moderada 30,85 0,626
Alta 21,02

Expressao mTOR Fraco 20,82 0,091

(citoplasmatica) Forte 31,41

Expressao PI3K Negativa 15,16 0,23

(citoplasmatica) Positiva 34,70
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Figura 13 - Curvas de sobrevida global dos casos de leiomiossarcomas uterinos

segundo expressdo imunoistoquimica do PI3K (p=0,23) (A.C.Camargo Cancer

Center 1982 - 2013).
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Figura 14 - Curvas de sobrevida global dos casos de leiomiossarcomas uterinos

segundo

expressdo imunoistoquimica citoplasmatica do mTOR (p=0,091)

(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).
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Figura 15 - Curvas de sobrevida global dos casos de leiomiossarcomas uterinos

segundo expressdao imunoistoquimica nuclear do mTOR (p= 0,52) (A.C.Camargo

Cancer Center 1982 - 2013).
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Tabela 18 - Correlagdo da expressdo imunoistoquimica citoplasmatica do mTor por
estadiamento com a sobrevida global mediana nos leiomiossarcomas uterinos.
(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Estadio FIGO Expressao do mTor Mediana p
1 Fraca 30,53

Forte 53,42 0,37
IL I, IV Fraca 15,82

Forte 24.05 1,94
GLOBAL 24,05

A expressdo imunoistoquimica citoplasmatica do mTOR também ndo tiveram
impacto em sobrevida na doenga restrita ao utero (estadio I) e na doenga extra-

uterina (estadio II/III/IV) (Tabela 18).

Tabela 19 - Correlagdo da expressdo imunoistoquimica citoplasmatica PI3K por
estadiamento com a sobrevida global mediana nos leiomiossarcomas uterinos
(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Estadio FIGO PI3K Mediana p
1 Negativa 25,6

Positiva 53,4 0,025
1L, 111, IV Negativa 5,7

Positiva 15,9 0,619
Global 24,7

No estadio I, a expressdo imunoistoquimica negativa do PI3K teve impacto
negativo em sobrevida global (p=0,025). No caso de presen¢a de doenga extra-
uterina (estadios II, III e IV), a expressdo imunoistoquimica do PI3K ndo teve

impacto progndstico (p=0,619) (Tabela 19).
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Figura 16 - Curvas de sobrevida global dos casos de leiomiossarcomas uterinos
estadio I conforme expressao de PI3K (p=0,025) (A.C.Camargo Cancer Center 1982
-2013).

5.10 ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

Foram excluidas nesta avaliagdo as pacientes com leiomiossarcomas com
metastase visceral inicial, totalizando 27 pacientes. A taxa de sobrevida livre de

doenga em 2 anos foi de 34% e a mediana foi de 16,9 meses.



52

Survival Function

Tipo_Histologico: Leiomiossarcoma

1,04 +%
0,8 ‘Ll
o
2 057
=
v
E +
= 0479
v L,
S - -+
0,24
0,04
! T | T |
A0 50,00 100,00 150,00 200,00

5LD

Figura 17 - Curva de sobrevida livre de doenca dos leiomiossarcomas uterinos.

(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

O estadio do tumor teve impacto em sobrevida livre de doenca. As pacientes
com diagnodstico de leiomiossarcomas estadio I tiveram sobrevida livre de doenca
mediana de 24,1 meses No caso dos estadios II e III a sobrevida livre de doenca
mediana foi de 11,05 meses e nenhuma paciente apresentou-se livre de doenga apos
2 anos (p= 0,02) (Figura 18).

O indice mitdtico teve impacto em sobrevida livre de doenga, sendo as
pacientes portadoras de IM>20/10cGA apresentaram sobrevida mediana de 12,9
meses em comparacdo com IM<20/10cGA que tiveram sobrevida mediana de 69

meses (p=0.041) (Figura 19).
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Figura 18 - Curvas de sobrevida livre de doenga dos leiomiossarcomas uterinos por

estadiamento (p=0,02) (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).
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Figura 19 - Curvas de sobrevida livre de doenga dos leiomiossarcomas uterinos em

relacdo ao indice mitotico (p=0,041) (A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).

Quanto ao tamanho do tumor, em tumores <10 cm, a sobrevida livre de

doenca mediana foi de 16,9 meses. Nos tumores >10 cm a sobrevida livre de doenga

mediana foi de 14,2 meses (p= 0,998) (Figura 20).
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Figura 20 - Curvas de sobrevida livre de doenga dos leiomiossarcomas uterinos em

relagdo ao tamanho dos tumores (p=0,998) (A.C. Camargo Cancer Center 1982 -

2013).
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Nao houve diferenca significativa na sobrevida livre de doenca para aquelas

pacientes que realizaram tratamento com quimioterapia ou radioterapia adjuvantes.

(Figuras 21 e 22). As expressdes imunoistoquimica de mTOR e PI3K ndo tiveram

impacto em sobrevida livre de doenca (Figuras 23 e 24). A Tabela 20 resume a

relacdo entre as variaveis clinico-patologicas e a sobrevida livre de doenga.
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Figura 21 - Curvas de sobrevida livre de doenga conforme realizagdo de
quimioterapia adjuvante nos leiomiossarcomas uterinos estadios I, II e III (p=0,56)

(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).
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Figura 22- Curvas de sobrevida livre de doenga conforme realizagdo da radioterapia

adjuvante nos leiomiossarcomas uterinos estadios I, II e III (p=0,81) (A.C.Camargo

Cancer Center 1982 - 2013).
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Figura 23 - Curvas de sobrevida livre de doenga correlacionado com a expressiao

imunoistoquimica citoplasmatica de PI3K nos leiomiossarcomas uterinos (p=0,170)

(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).
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Figura 24 - Curvas de sobrevida livre de doenca correlacionado a expressao

imunoistoquimica citoplasmatica de mTOR nos leiomiossarcomas uterinos (p=0.91)

(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013).
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Figura 25 - Curvas de sobrevida livre de doenga correlacionado a expressao

imunoistoquimica nuclear do mTOR nos leiomiossarcomas uterinos (p=0,096)

(A.C.Camargo Cancer Center 1982 - 2013)
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Tabela 20 - Taxas de sobrevida mediana livre de doenca em rela¢do as variaveis
clinicas e anatomopatoldgicas nos leiomiossarcomas uterinos. (A.C.Camargo Cancer
Center 1982 - 2013).

Variavel Categoria p
SLD 2 anos (%) SLM (meses)
I 47,1 24
Estadio 0,02
IIelll 30,0 11,05
<20 60,0 69,04
ndice mitético 0,041
>20 29,4 12,99
(M/10CGA)
Graus 1+2 42,9 19,90
Atipia celular 0,860
Grau 3 38,5 12,69
Baixa/moderada 33,3 14,27
Celularidade 0,970
Intensa 44.4 16,90
Expressao Negativa 28,6 12,99
0,170
pI3K Positiva 50,6 19,90
Expressao Fraca 38,5 19,90
0,912
mTor Forte 44 .4 11,05
Expressao sim 38,9 16,91
0,0964
mTor nucleo nao 50,0 12,99
<50 25,0 16,90
Idade (anos) 0,721
>50 57,1 14,27
Radioterapia Nao 40,0 19,90
0,814
externa Sim 333 11,05
Nio 41,2 22,50 0,564
Quimioterapia
Sim 333 11,34

SLD: Sobrevida livre de doenca; SM: Sobrevida mediana; CGA: campos de grande aumento
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6 DISCUSSAO

O estudo foi retrospectivo, uni institucional, tendo sido analisado os casos de
leiomiomas, leiomiomas ndo usuais € leiomiossarcomas uterinos que continham
material anatomopatologico da instituicdo no periodo de 1982 até 2013. Apesar da
raridade das lesdes (leiomiossarcomas, variantes dos leiomiomas e STUMP uterinos),
o estudo apresentou significativa reducdo da amostra devido a nao localizagdo do
material anatomopatoldgico para analises e inclusdo apenas das pacientes que
fizeram seguimento no hospital.

Os leiomiomas uterinos sdo extremamente comuns. Nos EUA, os leiomiomas
sdo encontrados em pelo menos 10% das mulheres brancas e 30-40% das mulheres
negras com idade superior a 35 anos. No grupo pds-menopausa, a incidéncia
aumenta para 30% em mulheres brancas e 50% em mulheres negras (WALLACH e
VLAHOS 2004). Felizmente essas neoplasias costumam diminuir de tamanho apés a
menopausa, especialmente em pacientes que ndo recebem estimulacdo exdgena de
estrogénio. Apesar da alta incidéncia, a patogénese do leiomioma uterino permanece
obscura. Avangos recentes na defini¢do dos mecanismos moleculares relacionados ao
crescimento e desenvolvimento dos leiomiomas sugerem que os leiomiomas crescem
sob o controle de hormoénios ovarianos que atuam regulando os fatores de
crescimento e suas vias de sinalizag@o. Niveis elevados de receptores de estrogénio e
progesterona foram demonstrados em leiomiomas em comparacdo com o miométrio
autélogo, sugerindo que os leiomiomas sdo estimulados por esses hormonios.

Estudos em células uterinas de ratos e células de cancer de mama demostraram que o
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estrogénio e a progesterona podem ativar rapidamente a via de sinalizacdo de
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K-Akt) e a desregulagdo dessa via tem sido implicada
na origem de muitas neoplasias, inclusive nos leiomiossarcomas (MAKKER et al.
2014).

Em relagdo ao Akt, a expressdo similar de pAkt em leiomioma uterino e
tecido miometrial normal foram relatadas por pesquisadores (YU et al. 2008; TSAI
et al. 2011). MAKKER et al. (2016) demonstraram que a expressdo de pAkt foi
baixa ou ausente em um grande nimero de amostras de leiomiomas (73%), achado
apoiado por outro estudo (DHINGRA et al. 2011). Considerando o fato de que PTEN
regula a ativagdo de Akt, MAKKER et al. (2016) evidenciaram baixa expressao pAkt
e aumento dos niveis de expressdo protéica do PTEN nos leiomiomas uterinos,
sugerindo uma downregulation da via PI3K-Akt-mTor. Contrariamente a esses
estudos, ja foram relatados altos niveis de pAkt, exclusivamente em leiomiomas no
periodo de crescimento desses tumores ou em fibromas grandes (PENG et al. 2009).

Os LMSs uterinos ocorrem tipicamente em mulheres perimenopausa ¢ pos-
menopausa com idade mediana de 51 a 56 anos (GIUNTOLI et al. 2003; ABELER et
al. 2009). Clinicamente, sdo tumores altamente agressivos, mesmo quando
confinados ao corpo uterino e apresentam prognostico globalmente ruim, com uma
sobrevida e recorréncia em 5 anos de 25-75% e 45-73%, respectivamente
(MAYERHOFER et al. 1999; GIUNTOLI et al. 2003). Na série estudada da
instituicdo, verificou-se que os leiomiossarcomas uterinos sdo diagnosticados em
pacientes com idade mediana de 50,2 anos.

Os sintomas de apresentacdo mais freqlientes dos LMS uterinos sao

sangramento vaginal anormal (56%), dor pélvica ou abdominal (22%) e massa
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palpavel (52%) (RICCI et al. 2017). Os sintomas menos comuns incluem perda de
peso, fraqueza, letargia e febre (BARTER et al. 1985; SCHWARTZ et al. 1985;
ZALOUDEK e NORRIS 1994). Foi evidenciado na nossa série que 11,8% eram
assintomaticos, 29,4% apresentavam dor pélvica, 44,1% apresentavam sangramento,
2,9% apresentavam corrimento vaginal e 10,8% apresentavam massa pélvica.
Historicamente, pacientes com um crescimento rapido da massa uterina (definida
como um aumento de 6 cm em 6-12 meses) deveria-se pensar no diagndstico de
sarcomas uterino (RICCI et al. 2017). Porém, apenas menos de 0,5% dos casos
operados como leiomiomas tem diagnostico final de LMS (LEIBSOHN et al. 1990;
PARKER et al. 1994; TAKAMIZAWA et al. 1999; LEUNG et al. 2009; DHINGRA
et al. 2011).

O diagnostico do leiomiossarcoma uterino ¢ extremamente dificil, pois surge
dentro do musculo liso uterino, a bidpsia do tecido maligno ¢ dificil e muitas lesdes
s6 sdo encontradas na patologia apds o estudo anatomopatoldgico da peca da
histerectomia. Nos estudos de LEIBSOHN et al. (1990), nenhum dos sete pacientes
relacionados com leiomiossarcoma foram identificados na bidpsia pré-operatoria, e
em apenas trés casos houve suspeita intra-operatéria de sarcoma.

MAYERHOFER et al. (1999), demonstraram que a doenga em estagio inicial
tem uma influéncia na sobrevida global de 5 anos em pacientes com LMS. No
presente estudo 48,6% encontrava-se no estadio clinico I, 16,2% no estadio II, 10,8%
no estadio III e 24,3% no estadio IV, portanto a maioria encontrava-se no estadio
inicial e dessa forma influenciando a sobrevida. MAYERHOFER et al. (1999)
também sugeriram que a idade > 50 anos estivesse associada independentemente

com o aumento da sobrevida global em pacientes com LMS em analise multivariada.
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Porém, no presente estudo a idade ndo mostrou impacto progndstico.

A influéncia da contagem mitotica no progndstico permanece controversa.
NOLA et al. (1996) ¢ BLOM et al. (1998) ndo relataram correlacdo significativa
entre contagem mitotica e prognostico. LARSON et al. (1990) entretanto, sugeriram
que a contagem mitdtica seria um forte preditor de sobrevida. No estudo de
MAYERHOFER et al. (1999), apds analises univariadas e multivariadas, verificou-
se que uma contagem mitotica baixa estava associada a um melhor prognostico em
analise univariada, mas ndo em analise multivariada. Além disso, observou-se uma
interagdo estatisticamente significativa entre a contagem mitética e o estadio do
tumor, sendo que a contagem mitotica assumiria maior importancia em tumores com
estagio inicial. No presente estudo também encontramos o indice mitotico como
variavel prognostica para recidiva, sendo que pacientes portadoras de IM>20/10cGA
apresentaram pior sobrevida livre de doenga.

MAYERHOFER et al. (1999) também demonstraram que o envolvimento do
espaco vascular ¢ um parametro prognostico independente para a sobrevida global.
Uma explicagdo para este achado seria que quanto mais cedo as células tumorais se
aproximam a pequenos vasos mais precoce ganham a circula¢do sanguinea e maior a
probabilidade disseminagdo local e metéastase distancia. Este foi o primeiro estudo
que mostrou que o envolvimento do espago vascular foi significativamente
correlacionado com a sobrevida global, tanto na andlise univariada quanto na
multivariada.

Do ponto de vista genético e molecular, os LMSs sdo caracterizados por
numerosas alteragdes gendmicas, que incluem amplificagdes e delecdes genomicas.

Entre estas, a mais frequente ¢ a dele¢do que ocorre no cromossomo 10, que engloba
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PTEN (fosfatase e tensina homologa), um gene supressor de tumor e regulador
negativo da fosfoinositide-3-quinase (PI3K), podendo ocorrer em 40-50% dos casos
(FOURNEAUX et al. 2017).

A ativagdo das vias PI3K-Akt-mTOR através de diferentes mecanismos
incluindo a ativacdo de IGFR ou PI3K, perda de PTEN, amplificagdo de RICTOR
e/ou aumento de pAKT tem sido relatada no LMS e outros tipos de sarcomas
(BABICHEV et al. 2016), sendo dessa forma implicado seu papel na progressao
tumoral e metastase. A via mTOR desempenha um papel significativo nas vias de
sinalizacdo celular, promovendo a tumorigénese através da fosforilacdo coordenada
de proteinas que regulam diretamente a sintese protéica, progressao do ciclo celular,
crescimento e proliferacao celular (CHEN et al. 2010). Através do estudo dessas vias
pode-se avaliar inibidores com possiveis efeito terapéutico. A inibicdo dupla de
PI3K-mTOR representa uma potencial estratégia teraputica no tratamento dos
leiomiossarcoma (CUPPENS et al. 2017). Os inibidores duplos de PI3K ¢ mTOR,
como o BEZ235, visam os sitios ativos de ambas as holoenzimas, inibindo a via do
Akt e evitando o problema da ativacdo do Akt apds a aboli¢do do loop de feedback
negativo mMTORC1-S6K-IRS-1 (MAIRA et al. 2008).

No estudo realizado, inicialmente foram avaliadas as expressoes
imunoistoquimicas do PTEN, PI3K, Akt e¢ mTor nos tipos histologicos
mesenquimais uterinos (leiomiomas, leiomiomas ndo usuais e leiomiossarcomas)
sendo correlacionados com os dados clinicos e anatomopatoldgicos.

Em relacdo a expressdao imunoistoquimica do PTEN e do Akt no nosso estudo,
obtivemos a presenga expressao imunoistoquimica nuclear do PTEN e auséncia de

expressdo nuclear do Akt em todos os tipos histoldgicos (leiomiomas, leiomiomas
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nao usuais e leiomiossarcomas). Esse fato ¢ discordante em relagdo a literatura pois
esperariamos a expressao do PTEN nos leiomiomas ¢ leiomiomas ndo usuais e perda
de expressdao nos leiomiossarcomas uterinos, pois a perda de expressio do PTEN
proporcionaria ativagdo da via PI3K-Akt-mTOR e consequente tumorigénese. Em
relacio ao Akt, esperariamos entdo uma menor expressdo nos leiomiomas e
leiomiomas nao usuais do que em relagcdo aos leiomiossarcomas uterinos, na qual
haveria a ativagdo da via PTEN-PI3K-Akt-mTOR.

Apesar da expressao imunoistoquimica nuclear do PTEN estar presente nos
leiomiomas, leiomiomas ndo wusuais e leiomiossarcomas € a expressao
imunoistoquimica nuclear do Akt ndo estar expressa nessas lesdes mesenquimais, foi
encontrado uma menor expressdo imunoistoquimica citoplasmatica do mTor nos
leiomiomas em relagdo aos leiomiomas ndo usuais ¢ leiomiossarcomas uterinos. No
estudo realizado, ao se agrupar os leiomiomas nao usuais com os leiomiossarcomas e
comparar a expressdo imunoistoquimica citoplasmatica do mTor em relagdo aos
leiomiomas, observou-se expressoes fortes em 43,2% e 17,4% respectimavente
(p=0,035). Esse resultado de expressdo imunoistoquimica do mTor esta de acordo
com a literatura, sendo uma maior expressdo imunoistoquimica citoplasmatica do
mTor nos leiomiossarcomas uterinos pois a ativagdo da via PI3K-Akt -mTOR esta
presente nos leiomiossarcomas de outros sitios € em outros tipos de sarcoma
(BARRETINA et al. 2010; BABICHEV et al. 2016). Os dados encontrados em
relacdo a expressdao do PTEN e Akt nessas lesdes mesenquimais ndo condiz com a
literatura e provavelmente o mTOR foi ativado por uma outra via ndo PI3K-Akt. O
esperado seria que o Akt ativasse a via mTOR e, mais especificamente, o complexo

mTOR 1 que controla o crescimento celular e o metabolismo implicadas na
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tumorigénese (GIBAULT et al. 2012).

Nao houve correlagdo da expressdo imunoistoquimica citoplasmatico do
mTor nos Ileiomiossarcomas uterinos em relagdo aos dados clinicos ¢
anatomopatoldgicos

Alguns autores sugeriram que o aumento da expressdo do PI3K fizesse parte
da sarcogénese do leiomiossarcoma uterino e dessa forma esperaria uma maior
expressdo imunoistoquimica ao se comparar com os demais tipos histologicos
estudados. Isso poderia ocorrer por mutagdes de fungdo em p53 ou PTEN e mutagdes
ativadoras na via PI3K-Akt-mTOR. Dentre as mutacdes ativadoras da via PI3K-Akt-
mTOR podemos citar: ativagdo dos receptores de tirosina quinase, mutacdo do Akt e
mutacao da sub-unidade p85 do PI3K como fator ativador do mesmo (BARRETINA
et al. 2010; BABICHEV et al. 2016). No presente estudo, a expressao
imunoistoquimica citoplasmatica do PI3K nos LMS ndo apresentou diferenca em
relacdo aos leiomiomas e leiomiomas ndo usuais. Tal achado reitera a possibilidade
uma possivel ativagdo do mTor por uma outra via nao relacionada ao PTEN- PI3K-
Akt.

Ao correlacionar a expressdo imunoistoquimica citoplasmatica do PI3K com
os dados clinicos e anatomopatologicos dos leiomiossarcomas, ndo houve diferengas
estatisticamente significativa.

Alguns artigos demonstram que a tumorigénese pode ser explicada pela
existéncia de outras vias paralelas que se confluem e interagem com a do PTEN-
PI3K-Akt-mTor (ASATI et al. 2016). Estudos recentes sugerem que as cascatas
PI3K / Akt / mTOR e Raf / MEK / ERK estdo interligadas com multiplos pontos de

convergéncia. A inibicdo de qualquer uma das vias pode resultar na manutencao da
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sinalizagdo através da outra via (reciproca) (ASATI et al. 2016; HU e HU 2017; WU
etal. 2017). A via MEK / ERK ¢ ativada simultaneamente com a via PI3K / AKT em
multiplos canceres humanos, incluindo gliomas, prostata (BITTING e
ARMSTRONG 2013; WU et al. 2017). SCHIAVON et al. (2017) ao estudar a
caracterizagdo de microRNA associado a variagdes genéticas em leiomiossarcomas
uterinos demonstraram que o membro da familia let-7, o let-7a-5p, foi encontrado
pouco expresso em LMS quando comparado ao miométrio normal. Esse microRNA
esta relacionado a via Raf / MEK / ERK podendo ser um supressor de tumor, estando
diminuido nos LMS em comparag¢do com os miométrios normais, sugerindo que esse
miRNA ndo estd atuando em mecanismos de inibi¢do da proliferagdo celular e dessa
forma, caracterizando o potencial oncogénico do LMS uterino.

Em relacdo a sobrevida global, obtivemos uma sobrevida global mediana de
24 meses nas pacientes com leiomiossarcomas uterinos € somente o estadio teve
impacto em sobrevida. Porém, no estddio I, a expressdo imunoistoquimica
citoplasmatica fraca do PI3K teve impacto negativo em sobrevida global (p=0,025).
Encontramos uma sobrevida livre de doen¢a mediana de 16,9 meses. Paciente com
doencga extra-uterina e indice mitdtico >20/CGA apresentaram uma pior sobrevida
livre de doenga.

Em relacdo a sarcogénese do leiomiossarcoma uterino alguns autores
sugerem a hipotese apartir da degeneragdo do leiomioma uterino ou surgido de novo
(YANAI et al. 2010). A histogénese do leiomiossarcoma uterino tem sido
controversa entre os autores. Embora a maioria dos casos de LMS uterino tenha
surgido de novo, foram relatados varios casos de LMS comprovados

histologicamente em leiomioma pré-existente do utero ou ligamento largo (KIR et al.
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2003, YANAI et al. 2010). A transformagao maligna de leiomioma pode ocorrer nao
s6 em leiomioma celular ou bizarro, mas também em leiomioma hialinizado
(YANALI et al. 2010). No nosso estudo ndo foi possivel correlacionar essa origem do
leiomiossarcoma uterino a partir do leiomioma e outros marcadores poderiam ser
uteis nessa investigacdo. O pl6, p53 e Ki-67 poderiam ser usados no diagnostico
diferencial entre areas sarcomatosas e células atipicas duvidosas (YANAI et al.
2010).

A via do PI3K-Akt-mTOR tem importancia potencial na terapéutica dos
leiomiossarcomas pelo fato de estudos preliminares sugerirem a importiancia da
inibi¢do simultanea do PI3K-mTOR como forma de controlar a doenga (BABICHEV
et al. 2016; FOURNEAUX et al. 2017). Porém, outros estudos confirmatdrios ainda
deverdo ser desenvolvidos e incluindo outras potenciais vias com objetivo de melhor
entendimento da sarcogénese dos leiomiossarcomas. No presente estudo, nao
conseguimos encontrar diferencas significativas entre as expressoes proteicas por
imunoistoquimica do PTEN, PI3K, Akt ¢ mTOR nos leiomiossarcomas uterinos e

variantes benignas do musculo liso.
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CONCLUSOES

As expressoes nucleares do PTEN por imunoistoquimica estavam presentes
em todos os tipos histoldgicos estudados (leiomiomas, leiomiomas nao usuais
e leiomiossarcomas).

As expressdes nucleares do Akt por imunoistoquimica estavam ausentes em
todos os tipos histologicos estudados (leiomiomas, leiomiomas ndo usuais e
leiomiossarcomas).

As expressdes citoplasmaticas do PI3K por imunoistoquimica nos
leiomiomas, variantes do leiomioma e leiomiossarcoma foram positivas em
65%, 62,5% e 62,5% dos casos, respectivamente.

As expressoes citoplasmaticas do mTor por imunoistoquimica nos
leiomiomas, leiomiomas ndo usuais e leiomiossarcoma foram fortes em
17,4%, 46,7% e 41,4% dos casos, respectivamente. Agrupando-se 0s
leiomiomas ndo usuais com os leiomiossarcomas observou-se expressoes
citoplasmaticas fortes em 43,2% e 17,4% respectimavente (p=0,035).

As expressdes imunoistoquimicas do PTEN, PI3K, Akt e mTOR ndo se
correlacionaram com as variaveis clinico-patoldgicas nos leiomiossarcomas
uterinos;

As expressdes imunoistoquimicas do PTEN, Akt ¢ mTOR nao tiveram
impacto prognéstico nos leiomiossarcomas uterinos. A  expressdao
imunoistoquimica citoplasmatica fraca do PI3K teve impacto negativo em

sobrevida global nas pacientes estadio I.
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Apéndice 1 - Protocolo Sarcoma Uterino

PACIENTE
1.  NOME- nome
2. RGH- rgh
3. DATA DE NASCIMENTO-......c.ccoviiiriiiiiieirinicieserinie s _/_/  data_nasc
4.  RACA- (0) branca (l)negro (2)pardo (3)amarelo...........ccccoeueuerirucicirmeueenireeenennenens | [raca
5.  DATA DA ADMISSAO ........ /____ lcons
6. MENOPAUSA- (0)sim (1)ndo . o |meno
7. IDADE DA MENOPAUSA..........ccccc.... lidade_meno
8. RADIOTERAPIA PELVICA........... (OO (1) SHMLeeeeeeeee e | Irxt
SINTOMAS/EXAMES
9. SINTOMAS- (0) ndo (1)dor (2)sangramento (3)corrimento (4)massa pélvica
(5) outro sint
10. INTERVALO TEMPO PRIMEIROS SINTOMAS........ooooveooeceroeesseeroeeeeeeorooereses | |sint_temp
11. DIAGNOSTICO- (0) curetagem (1)histeroscopia (2)biopsia colo (3)achado pos operatorio (4)outro -
QUAL? ettt be bt n et n et en e ereene | |diag
12.  AP- (1)carcinosarcoma (2) leiomiosarcoma (3)estroma endometrial (4)adenosarcoma......| |
13. CA 125 (0)ndo realizado (1)realizado ...........ccccoevircuenirieuiininieirrieice e | |cal25
14, VALOR DO CA 125 ..ot | |valor_cal25
TRATAMENTO
15.  LOCAL CIRURGIA INICIAL- (0) ACC  (1)fOra .....ccccoouviviririiriniiririiriiecneeeceee | [1% cir
16. TIPO DE TRATAMENTO INICIAL (quando ndo HTA): (0)ndo (1)miomectomia via aberta (2)miomectomia
via laparoscopia (3)ressec¢do polipo (3)outro - qual? ........ | [tipo_tratapré
17. DATA DO TRATAMENTO INICIAL (quando ndo HTA). .....oooovvvvvvvveeecccrrerrrrreee. N, /I
18. 1" CIRURGIA (qdo HTA) - DATA -...c.cviniiiincieienieieineecereeneeeieneenene /_/_ 1%cir _data
19. TIPO DE CIRURGIA— (1)HTA (2)HTA+SOB (3)HTA+SOB+linf pelvica (4)HTA+SOB+linf
pélvicatretrop (5)exenteragdo anterior (6)exenteragdo posterior (7)exenteragdo total (8)linfadenectomia
pélvica +retroperitoneal ............ccceceverieirerenirieeeese e | tipo_l*cir
20. 27 CIRURGIA- DATA ..ottt esseeae e seeeee ! [ 2%cir_data
21. TIPO DE CIRURGIA— ..ottt et | |tipo_2acir
ACHADOS OPERATORIO:
22. ASCITE ....cccoeeee (0)NA0 (1)SIM.evivniiiciiiicicieeeere ettt | Jasc
23. CARCINOMATOSE......... (0)NA0 (1)SIMereririiiiiieiiirieiecere ettt | |carcin
24. ADERENCIA TUMORAL(UTERO C/ ORGAOS)................. (O)nao (1)sim........ | |adere_ tumor
25. LINFONODOMEGALIA.......... (0)NA0 (1)SIM.ceiuieiriiieiiiiieiecirieceree e | |linfonodo
26. METASTASE......coocviiiiienne. (0)NA0 (1)SIML.eevieiiiiiiieiciieiceee e | |meta
TRATAMENTO ADJUVANTE
27. RADIOTERAPA EXTERNA- (0)nao (1)Sim ..dose? ........cccccevevenirieemneenenereinnenens | |Rxt ext
28. BRAQUITERAPIA- (0)na0 (1)Sim..dOSE?......cceueirirueiiririeiiirieieienirieieneneeieeseeeee e | |braq
29. QUIMIOTERAPIA- (0)nao (1)sim. QUal? .......ccooiueuioinieiiirinieiiireeiceeeecereeeeeeee e | 1QT
30. HORMONIOTERAPIA- (0)nao (1)sim Qual?.........ccccvevereriererinieieriiesieienns | |hormonio
ANATOMIA PATOLOGICA
31, TAMANHO(CM) ..ottt e | |tamanho
32. LOCALIDADE- (0)FUNDO (1)CORPO (2)CERVIX (3)FUNDO-CORPO (4)FUNDO-CORPO-CERVIX

(5)CORPO-CERVIX..c.coooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseseeseenes | [local



33. TIPO LESAO-............ (1) VEGETANTE (2) SESSIL (se carcinosarcoma)...................... \ |

34. OVARIOS- (0)C/IMPLANTE (1)S/IMPLANTE .......cooviiiiiieneneeieneeeeeseeieieieenene | |ovarios
35. TROMPAS- (0)C/INVASAO (1)S/INVASAO ...c.ovrvviirriinieesiinseisesiisesses s | |trompa
36. EPIPLON- (0)C/IMPLANTE (1)S/IMPLANTE ......ocooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseen | |epiplon
37. CITOLOGIA PERITONEAL POSITIVA- (0)nao (1)SiM......cccecevverveeeriererieieienens | |cperitoneal

38. ACHADO CONGELACAO-
NUMERO DE LINFONODQOS DISSECADOS

39, PELVICO (diSSECAUOS)...c..eveuiiterieieiinteieiertesteieetesie sttt eebe e | |lin_pelv_diss

40. P.AORTICO (diSSECAA0S)..... svererrerereeririeierieiereeteteeteseesessesseseesessesseseeseesessensenes | |lin_paort_diss
NUMERO LINFONODOS COMPROMETIDOS

41. PELVICO (comprometidos)-.... . | Jlin_pelv_comp

42. P.AORTICO (comprometidos)- .........cecerveeruerereerenrerenens .| |lin_paort comp

43. GRAU -............. .BAIXO (1) ALTO(2)  IGA

44. MITOSE /10 CGA-...... [

45. NECROSE- (O)nao (1)sim................... ]

46. INVASAO VASCULAR- (O)nao (1)sim.
47. INVASAO LINFATICA- (O)nao (1)sim.

|In_Vasc

. [IN_linf

48. INVASAO PERINEURAL- (0)nao (1)SIM ..c.c.oceuiuimiimiiiciieiiieieeeceeceeeeenes | PN

49. PARAMETRIOS COMPROMETIDOS- (0)nao (1)Sim .......ccccevvevererreererernnne | |param_comp

50. INVASAO COLO- (0)N20 (1)SIM...uvuvererereereeceeceeneeneeseesieeies e sessssnaans | |In_Vasc

51. INVASAO DO MIOMETRIO (CM) ............ (O)restrito endometrio (1) 1/2 interna (2)1/2 externa. (3)
SEIOSA. . veutenteneeteteneetetesteseet et et es e et et eatesesa et es e eb et ea e e bt eh et st bt et eh et et et ene et e e ennene | |inv_miom

52. EXTENSAO P/ ORGAO PELVICO - (0)nao (1)sim ..qual?.......ccccceveeerrerierieineieieserieenienns I

53. EXTENSAO P/ ORGAO ABDOME SUPERIOR - (0)nao (1)sim ..qual? ........cccccecevurvnnnne. \ |

54. NUMERO DO ANATOMOPATOLOGICO PECA CIRURGICA -..- no_lamina

55.  ESTADIAMENTO PATOLOGICO ......ovocoeveeeeeeeeeereneereeseeeeeesseseeeeseseeeessseseeessenenes ____Jest_patolo

ACOMPANHAMENTO

56. RECIDIVA - (0)N20 (1)SIM .ectiuiiiiiiiriiietinienieiteieeiee ettt | |recidiva

57. DATA DA RECIDIVA - /. /  data recid

58. LOCAL DA RECIDIVA (0)local (1)distancia (2)local e distancia....ONDE?......| [local_recid

59. TRATAMENTO DA RECIDIVA (O)NAO (1)QT (2RxT  (3)CIR  (4)QT+RxT  (5)CIR+QT
(O)CTRARKT .ottt sttt sttt ebe e | |Trat recid

60. INTENCAO DO TRATAMENTO (0)PALIATIVO (1)CURATIVO .....oomeereeenn.. | lintengdo_trat

61. CIRURGIA- DATA Cir_data

62.  CIRURGIA- QUAL? ..ot cir_tipo

SITUACAO ATUAL
63. DATA ULTIMO CONTATO--.......ccceviiiiiiiiiiiciiiciceecceees / / data_contato

64. SITUACAO: (1) vivo sem cancer (2) vivo com cancer (3) morte pela doenga - MOCA (4) morte pelo

tratamento (5) morte pds operatorio (<30 dias) (6) morte outras causas (7) perdido de vista....... | |situagao



