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RESUMO

El6i Pinto FF. Avaliacdo das mutacdes nos codons 41 e 45 do gene
codificante da betacatenina em pacientes portadores de tumor
desmoide esporadico e sua associagcdo com o0 prognostico. Sao Paulo;

2019. [Tese de Doutorado - Fundacao Antonio Prudente]

O tumor desmoide (TD) é uma proliferacdo fibroblastica clonal rara,
caracterizada por crescimento infiltrativo e tendéncia a recidiva local,
embora incapaz de metastatizar. A maioria desses tumores é esporadica e
contém mutagdes no gene que codifica a proteina betacatenina. Trés
mutacdes em dois coédons do gene CTNNB1 foram identificadas como mais
frequentes. O tratamento cirurgico dessa doenga tem se mostrado um
verdadeiro desafio, e a identificacdo de fatores prognodsticos poderia ajudar
na caracterizagdo de grupos com maior ou menor risco para desenvolver
recidiva local apos esse tratamento. O objetivo deste estudo foi avaliar
mutacdes nos cédons 41 e 45 do gene CTNNB1 em pacientes portadores
de tumores desmoides esporadicos tratados com cirurgia, bem como avaliar
a possivel influéncia de variaveis clinicas, demograficas e moleculares na
sobrevida livre de recidiva. Materiais e Métodos: Foi conduzido estudo
retrospectivo, unicéntrico, transversal. Foram incluidos pacientes com
diagndstico de tumor desmoide submetidos a ressecgdo cirurgica, que
tinham dados clinicos e material biolégico disponiveis. A correlagdo entre as
variaveis qualitativas foi feita pelo teste qui-quadrado ou teste exato de
Fisher; a comparagdo das variaveis quantitativas pelo teste U de Mann-
Whitney ou pelo teste de Kruskal-Wallis; a analise de sobrevida livre de
recidiva pela técnica de Kaplan-Meier; e os riscos relativos pela técnica de
regressao de Cox uni ou multivariada. Resultados: No periodo de 1980 a
2015, foram identificados 107 pacientes. A maioria era do sexo feminino
(58,9%), de etnia branca (78,9%), tinha idade entre 25 e 50 anos (58,9%),

com lesdes que se localizavam fora das extremidades (63,4%),



apresentando tamanho menor que 10 centimetros (76,4%) e todos foram
tratados cirurgicamente. O tempo de seguimento médio foi de 134 meses, a
taxa global de sobrevida livre de recidiva (SLR) foi de 74,5% em 2 anos,
65,1% em 5 anos, 63,7% em 10 anos e 59,5% em 20 anos. Dos 107
pacientes que possuiam informacgdes clinicas, foram obtidas 71 amostras
tumorais para analise molecular que foi realizada utilizando NGS. Destes,
61 pacientes (85,9%) apresentavam alguma mutagado nos cddons 41 ou 45
do éxon 3 do gene CTNNB1 e 10 espécimes (14,1%) n&o tinham qualquer
mutacdo nesses coddons. Trinta e trés (46,5%) pacientes apresentaram
mutagado T41A 16 (22,5%) S45F, 6 (8,5%) S45P, 5 (7%) T41A e S45F e 1
(1,4%) T41A e S45F, o valor médio da frequéncia alélica foi de 16,54%. Os
pacientes com mutacdo S45F apresentaram taxa de sobrevida livre de
recidiva em dois, cinco e dez anos menor do que os demais pacientes nao
mutados ou com outro tipo de mutacao (26,7% 13,3% e 13,3% versus
78,4%, 68,1% e 65,4%, respectivamente). Na analise multivariada, tipo de
mutacédo (RR =5,251C [ 2,27-12,15]; p < 0,0001) e topografia (RR = 3,15 IC
[1,35- 7,33]; p = 0,008) foram fatores independentes para o risco de recidiva
e 0 modelo progndstico proposto evidenciou que os pacientes com alto risco
(um ou dois fatores) podem apresentar até 8,36 vezes mais risco de recidiva
local apés o tratamento cirurgico que os demais pacientes (IC [2,87-24,6]; p
= 0,0001). Os resultados do presente estudo permitem concluir que o
sequenciamento de segunda geragao € um método adequado para detectar
as mutagdes nos pacientes com tumores desmoides, e a mutagcao S45F
esteve associada com maior risco de recidiva local. Em conjunto com outros
fatores clinicos, a presenga dessa mutacgao pode identificar um subgrupo de
pacientes com elevado risco de recidiva. Esse achado pode auxiliar na
indicacao de cirurgias extensas e mutilantes, evitando a morbidade para um
grupo especifico de pacientes. Todavia, tais achados devem ser validados

em uma coorte mais ampla de pacientes.

Descritores: Fibromatose Agressiva. Tumor Desmoide. Progndstico.
Mutacdo em CTNNB1. Betacatenina



SUMMARY

El6i Pinto FF. [Evaluation of mutations in codons 41 and 45 of the Beta-
Catenin encoding gene in patients with sporadic desmoid tumors and
its association with prognosis]. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-

Fundacao Antonio Prudente]

The desmoid tumor (DT) is a rare (mono)clonal fibroblastic proliferation
characterized by infiltrative growth with tendency to local recurrence
although unable to metastasize. Most of these tumors are sporadic and
contain mutations in the gene encoding Beta-Catenin. Three mutations in
two codons of the CTNNB1 gene were identified as being more frequent.
Surgical treatment of this disease has been revealed to be a real challenge
and the identification of prognostic factors would help in the identification of
groups with higher or lower risk to develop local recurrence after this
treatment. The objective of this study was to evaluate mutations in codons
41 and 45 of the CTNNB1 gene in patients whose tumors were treated with
surgery as well as to assess clinical and demographic variables and
correlate them with relapse-free survival. Materials and Methods: a
retrospective, unicentric, cross-sectional study was conducted. Patients
diagnosed with desmoid tumor who were submitted to surgery, had clinical
data and biological material available were included. The correlation
between the qualitative variables was made by the chi-square test or Fisher
exact test; the quantitative variables comparison by the Mann-Whitney U test
or Kruskal-Wallis test; the relapse-free survival by Kaplan-Meier; and relative
risks by the univariate or multivariate Cox regression technique. Results: 107
patients were identified from 1980 to 2015. The majority were female
(58.9%), white (78.9%) 25-50 years old (58.9%), their lesions were located
outside the extremities (63.4%), measured less than 10 centimeters (76.4%)
and they were all surgically treated. Mean follow up period was 134 months,

overall relapse-free survival rate (RFS) was 74.5% in 2 years, 65.1% in 5



years, 63.7% in 10 years and 59.5% in 20 years. From 107 patients who had
clinical information, 71 samples were obtained for molecular analysis.
Among these, 61 patients (85.9%) had mutations at codons 41 or 45 of exon
3 of the CTNNB1 gene and 10 specimens (14.1%) had no mutations at
these codons. Thirty-three (46.5%) patients had mutation T41A 16 (22.5%)
S45F, 6 (8,5%) S45P, 5 (7%) T41A and S45F and 1 (1,4%) T41A and S45F,
the mean of allele frequency was 16.54%. Patients with mutation S45F had
a relapse-free survival rate of two, five and 10 years smaller than the
patients with no mutations or with a different mutation (26.7% 13.3% and
13.3% versus 78.4%, 68.1% and 65.4%, respectively). In the multivariate
analysis, type of mutation (RR = 5,5 IC[2.27 — 12.15]; p < 0.0001) and
topography (RR = 3.15 IC [1.35 — 7.33]; p = 0.008) correlated with risk of
relapse and the proposed prognostic model demonstrated that high risk
patients (one or two factors) may present a greater risk (up to 8.36 times) of
local recurrence after surgical treatment than other patients (IC[2.87 — 24.6];
p = 0.0001). The results of the present study allow us to conclude that
second generation sequencing is a suitable method to detect mutations in
patients with desmoid tumors and the S45F mutation has been associated
with an increased risk of local recurrence. Combined with other clinical
factors, the presence of this mutation may identify a subgroup of patients
with a high risk of relapse. This finding may support the indication of
extensive and mutilating surgeries, avoiding morbidity for a specific group of
patients. Nevertheless, such findings should be validated in a broader cohort

of patients.

Key-words: Fibromatosis, Aggressive. Desmoide Tumor. Prognosis.
CTNNB1 Mutation. Beta-catenin.
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1 INTRODUCAO

Tecidos moles podem ser definidos como os tecidos
extraesqueléticos nao epiteliais do corpo. Sao representados pelos
musculos, gordura, tecidos fibrosos e vasos sanguineos. Por convengao,
também estdo incluidos nesse grupo os tumores do sistema nervoso
periférico. Embriologicamente, os tecidos moles s&o derivados
principalmente do mesoderma com alguma contribuigcdo do neuroectoderma
(ENZINGER e WEISS 2014a).

Os tumores de partes moles ou tumores de tecidos moles fazem
parte de um grupo muito heterogéneo e sao classificados pela linha de
diferenciagdao, de acordo com o tecido adulto com o qual se parecem.
Podem, também, ser benignos ou malignos, levando-se em consideragao
seu grau de diferenciacdo e seu potencial metastatico. A incidéncia dos
tumores de partes moles benignos € bem maior do que os malignos. Os
sarcomas de tecidos moles quando comparados aos carcinomas sao
relativamente raros e correspondem a cerca de 1,0% de todos os canceres
com uma incidéncia anual de cerca de 1,8 a 5 casos por 100 mil pessoas
(WIBMER et al. 2010). Para o ano de 2018, a American Cancer Society
(ACS), equivalente a Sociedade Americana de Cancer, em portugués,
estima 13.040 casos novos de sarcomas de partes moles e 5.150 mortes
causadas por esse tipo de tumor (ACS 2018).

Entre os tumores de partes moles benignos com agressividade local,
encontra-se a fibromatose, que se origina no tecido fibroso e se divide em
superficial e profunda. A fibromatose superficial € menos agressiva e inclui a
fiboromatose palmar (Dupuytren), a fibromatose plantar (doenca de
Ledderhose) e a fibromatose peniana (doenga de Peyronie) (DE BREE et al.
2004). Ja a fibromatose profunda é clinicamente mais agressiva e é
conhecida como fibromatose agressiva, fibromatose tipo desmoide ou tumor

desmoide.



1.1 TUMOR DESMOIDE

O tumor desmoide, também conhecido por fibromatose musculo-
aponeurdtica ou ainda fibromatose agressiva € uma proliferacéo
fibroblastica clonal que surge nos tecidos moles profundos e se caracteriza
por ter um crescimento infiltrativo, com tendéncia a recidiva local, mas
incapaz de metastatizar. Macroscopicamente, s&o lesdes firmes,
endurecidas, de coloracdo esbranquicada, que se assemelham ao tecido
cicatricial. A maioria dos tumores apresenta um tamanho entre 5 e 10
centimetros no maior eixo (GOLDBLUM e FLETCHER 2002).
Microscopicamente, caracterizam-se pela proliferagdo de células alongadas,
fusiformes, de aspecto monétono, apoiadas em um estroma colagenoso.
Nao ha atipia ou hipercromasia, o indice mitético é variavel e, na avaliagao
pela técnica de imuno-histoquimica, esse tumor expressa fortemente a
proteina vimentina, moderadamente a actina de musculo liso e raramente a
desmina e a proteina S-100 (Organizagcdo Mundial da Saude-OMS)
(GOLDBLUM e FLETCHER 2002).

As fibromatoses profundas podem ser divididas em fibromatose extra-
abdominal, fibromatose abdominal e fibromatose intra-abdominal. As
fiboromatoses extra-abdominais surgem principalmente dos tecidos
conectivos dos musculos, das fascias ou dos tecidos musculo-
aponeurdticos. As regides que mais frequentemente sao acometidas pelas
fiboromatoses extra-abdominais s&o ombros, cintura pélvica e coxas
(ENZINGER e WEISS 2014b) e sua distribuicdo percentual por localizagao
se encontra descrita na Figura 1. Os tumores desmoides abdominais séo
encontrados tipicamente nos musculos da parede abdominal e ocorrem
principalmente durante a gravidez ou no periodo puerperal (ROBINSON et
al. 2012), os tumores desmoides intra-abdominais afetam o mesentério.

NUYTTENS et al. (2000) e HOSALKAR et al. (2008) mostraram que
os tumores desmoides sao raros, correspondem a cerca de 0,03% de todas
as neoplasias e cerca de 3% de todos os tumores de partes moles. A
incidéncia estimada é de dois a quatro casos por milhdo de habitantes por

ano. A maioria deles desenvolve-se em adultos jovens entre os 10 e 40



anos. Nao ha predilecdo racial ou étnica; no entanto, histéria familial
pregressa de desenvolvimento de fibromatose agressiva é importante
(MEAZZA et al. 2010). S&o marcados por fases de crescimento e
progressao, estabilizagdo e algumas regressdes espontaneas. Embora eles
nao metastatizem, sdo muito infiltrativos, localmente destrutivos e tém um
alto indice de recorréncia, com taxas variando de 19% a 38% (KOTILIGAM
et al. 2008). Nas criangas, as lesdes extra-abdominais sdo as mais comuns
e nao ha predilegcao por género. Ja nos pacientes entre a puberdade e os 40
anos de idade, as mulheres sdo mais acometidas e as lesbes da parede
abdominal sdo as mais comuns. Nos pacientes mais idosos, ndo ha

predilecao por género nem por localizagao (ENZINGER e WEISS 2014b).
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Figura 1 - Localizagdo de 169 casos de tumores desmoides - Casuistica
A.C.Camargo Cancer Center 1980 — 2015

1.2 DIAGNOSTICO

Os tumores desmoides podem se manifestar como uma massa de

crescimento lento nos tecidos moles ao redor das cinturas pélvicas e

escapulares, nos membros superiores ou inferiores, na cabeca e no



pescogo, na parede toracica e na parede abdominal. Podem ainda surgir
das estruturas intra-abdominais e comprometer intestino, ureteres e
estruturas neurovasculares. Sendo assim, exames de imagem, como
ressonancia magnética e tomografia computadorizada, sdo fundamentais
para avaliar a extensao da lesdo, sua localizagdo, bem como a relacao
topografica com as outras estruturas proximas a massa expansiva.

Os principais diagnosticos diferencias clinicos dos tumores
desmoides sdo os sarcomas de partes moles, linfoma extranodal, miosite
ossificante e malformacédo arteriovenosa. As lesdes benignas (miosite
ossificante e malformagdes arteriovenosas) podem ser caracterizadas nas
radiografias, tomografias computadorizadas e ressonancia magnética por
apresentarem calcificacbes no interior da lesdo. O linfoma extranodal
raramente se apresenta como um tumor muscular. Portanto, o diagnéstico
diferencial principal dos tumores desmoides pelos exames de imagem é
com os sarcomas de partes moles (LEE et al. 2006).

Conclui-se, entdo, que a confirmagao diagndstica sera estabelecida
pelos exames histoldégicos e imuno-histoquimicos. Entre os diagndsticos
histolégicos diferenciais dos tumores desmoides, estdo os sarcomas
fibroblasticos em um extremo (fibrossarcoma, sarcoma fibromixoide de
baixo grau, leiomiossarcoma de baixo grau), passando pelos fibromas
desmoplasicos, mixomas, fasceite nodular e, chegando ao outro extremo,
ha o tecido cicatricial hipertrofico e queloides (KASPER et al. 2011).

Em raz&o da semelhancga histoldgica entre essas doencgas distintas, o
estudo imuno-histoquimico se faz necessario. Nesse contexto, a pesquisa
da proteina vimentina, da actina de musculo liso e da betacatenina (Figura
2) tem sido cada vez mais empregada para a confirmagao diagndstica
(GOLDBLUM e FLETCHER 2002; ENZINGER e WEISS 2014b).
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Fonte: Departamento de Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center

Figura 2 - Fotomicrografia evidenciando estudo histolégico e imuno-
histoquimico comparando tecido cicatricial e o tumor desmoide. Leséo
cicatricial, demonstrando limites bem definidos, nao infiltrativos (A, H&E, 40x). Essas lesdes
sdo constituidas por fibroblastos em diversos estagios de maturagcdo em estroma
colagenizado (B, H&E 200x). Nao se evidencia expressao imuno-histoquimica nuclear para
betacatenina (C 100x). As fibromatoses, tipo desmoides, apresentam longos feixes de
fibroblastos, também com colagenizagdo estromal (D, H&E 200x). Diferentemente das
cicatrizes, as fibromatoses apresentam padrao infiltrativo, como em musculo estriado (E,
H&E 200x). A expressado de betacatenina exibe um padréo citoplasmatico e nuclear (F,
400x).

1.3 ETIOLOGIA

A maioria dos tumores desmoides aparece esporadicamente, alguns
tém relagdo com a gravidez, alguns com trauma e outros estdo associados
as sindromes hereditarias de predisposicdo a cancer como a familial
adenomatous polyposis ou, em portugués, polipose adenomatosa familiar
(FAP).

Segundo KASPER et al. (2011), as altas incidéncias desses tumores
durante e apos a gestacédo, a existéncia de tumores que se desenvolveram

apos exposigdo a medicamentos contraceptivos orais, e a regressao



espontanea de alguns tumores apds a menopausa demonstram potencial
influéncia dos horménios sexuais femininos nesses tipos de tumores.

SCHLEMMER (2005) mostrou que 25% dos casos de tumores
desmoides estavam associados aos traumas anteriores, sendo o trauma
cirargico o mais associado.

Um estudo conduzido por FONG et al. (1993) evidenciou que a
incidéncia de tumores desmoides em pacientes com FAP é 850 vezes maior
do que a populagdo em geral. SINHA et al. (2011), em uma metanalise
sobre pacientes com FAP, observaram que os fatores de risco para o
desenvolvimento de tumores desmoides foram: histéria positiva de tumor
desmoide, sexo feminino e mutagdo germinativa no gene adenomatosis
polyposis coli ou, em portugués, polipose adenomatose coli (APC).
ESCOBAR et al. (2012) evidenciaram que 10% a 15% dos pacientes com
FAP apresentaram tumores desmoides e sua maioria foi intra-abdominal,
confirmando, assim, a forte relacdo da sindrome FAP e o desenvolvimento
de tumores desmoides, principalmente por mutagdo germinativa no gene
APC.

O gene CTNNB1, localizado no cromossomo 3p21, e o gene APC,
localizado no cromossomo 5, sédo partes da via de sinalizagao celular Wnt, a
qual deve estar inativada nas células diferenciadas, e as mutacdes
germinativas com perda de fungdo do gene APC ou as mutagbes somaticas
ativadoras no gene CTNNB1, que ocorrem preferencialmente em cddons
especificos da proteina, sdo eventos genéticos importantes responsaveis
pela ativagdo da via Wnt em tumores desmoides associados ao FAP e
esporadicos, respectivamente.

A expressao da proteina betacatenina esta aumentada nos tumores
desmoides em pacientes com FAP (mutagcdo germinativa no gene APC) ou
com mutagdo somatica no gene CTNNB1 e tem localizagdo nuclear, o que
sinaliza a ativagdo da via Wnt/betacatenina. A degradagdo da proteina
betacatenina pelo complexo destruidor formado por multiproteinas
(consistindo das proteinas APC, axis inhibitor (AXIN), glicogénio sintase

quinase-3 beta (GSK-3 beta) e outras) é prejudicada em células com



mutacao nesses genes, levando a um acumulo da betacatenina nuclear.
Subsequentemente, a betacatenina nuclear ativa o fator T-cell (TCF)
(KOTILIGAM et al. 2008; LAZAR et. al. 2008).

Observa-se, também, a existéncia de um grupo de pacientes
portadores de tumores desmoides esporadicos, cerca de 7% a 27% dos
casos (MULLEN et al. 2013; AITKEN et al. 2015) sem evidéncias de
alteragdes moleculares no gene codificante da betacatenina. Uma das
possiveis explicagbes para 0os casos negativos é a ocorréncia de mutagdes
em outras localizacbes do éxon 3. Nesse sentido, LE GUELLEC et al.
(2012) e AITKEN et al. (2015) demonstraram alguns poucos espécimes com
mutag¢des em outros cdédons da betacatenina, por exemplo, nos codons 34 e
37. Entretanto, ainda observaram um grupo sem mutagdes evidentes. Uma
outra explicagao seria a ocorréncia de mutagbes somaticas no gene APC
em alguns desses desmoides clinicamente considerados ndo FAP, ou seja,
tumores esporadicos. CRAGO et al. (2015) identificaram dois pacientes com
mutacédo no gene APC entre seus oito pacientes considerados inicialmente
com tumores selvagens, e ambos também apresentaram a perda do numero
de cdpias em um trecho do cromossomo 5, que engloba o APC, sugerindo
um segundo hit que contribui para o desenvolvimento desses tumores.

Ainda podem existir outros genes associados ou ndo a via de
sinalizacdo Wnt com mutacdes associadas ao desenvolvimento de tumores
desmoides. CRAGO et al. (2015) também mostraram um caso de mutacao
no gene ativador da sinalizagcdo de Wnt (BMI1). Em dois espécimes,
nenhuma mutagdo nos genes que regulam a sinalizagdo de Wnt (CTNNB1,
APC ou BMI1) foi encontrada, mas a analise demonstrou a perda do
cromossomo 6.

Além da associacdo dos tumores desmoides as sindromes, como a
FAP e mutagbes no gene da betacatenina, diferentes alteragdes
cromossomais foram documentadas nessa neoplasia, particularmente a
ocorréncia das perdas do cromossomo 6q, 5q, trissomia dos cromossomos

8 e 20 e monossomia do cromossomo 20. A presenga da trissomia dos



cromossomos 8 e 20 ocorreu entre 25% e 30% dos tumores, e a proporgao
de células afetadas variou entre 2% e 25% (SALAS et al. 2010).

1.4 TRATAMENTO

Os pacientes sintomaticos ou com doenga progressiva podem ser
tratados por meio de cirurgia com ressecgdo ampla, radioterapia,
quimioterapia, medicamentos anti-inflamatérios nao esteroidais,
antiestrogénicos e inibidores da tirosina quinase. Todos esses métodos
apresentam resultados nao muito satisfatérios, o que torna dificil a
determinagcdo do melhor tratamento para esses tumores, e 0 manejo
multidisciplinar apresenta-se como a abordagem mais eficaz
(PAPAGELOPOULOS et al. 2006).

A cirurgia é um dos pilares terapéuticos no tratamento dos tumores
desmoides (KASPER et al. 2011). A ressecgdo com margem ampla tem sido
a principal opg¢ao para o controle local desses tumores em todos os grupos
etarios (STOUT 1954; RAO et al. 1987; POSNER et al. 1989; FAULKNER et
al. 1995; PRITCHARD et al. 1996; GOY et al. 1997; WEISS e GOLDBLUM
2001; OVERHAUS et al. 2003; ABBAS et al. 2004).

Embora muitas vezes seja dificil alcangar margens adequadas por
causa da extensdo e da invasividade desse tumor, a ressecgao com
margens amplas oferece a melhor chance de evitar a recorréncia local
(STOUT 1954; RAO et al. 1987; PRITCHARD et al. 1996; GOY et al. 1997;
WEISS e GOLDBLUM 2001; DUGGAL et al. 2004).

Os tumores desmoides frequentemente recorrem apods a cirurgia, e
os beneficios da cirurgia radical devem ser avaliados contra a potencial
morbidade do tumor, visto que as taxas de complicagdes cirurgicas sao
altas (PAPAGELOPOULOS et al. 2006).

Sendo assim, dada a importancia do sitio tumoral, da variabilidade da
evolucdo clinica, da possibilidade de mutilacdo e das altas taxas de
recorréncia apds a cirurgia, a aplicagao e o uso de intervengao cirurgica tém
sido amplamente discutidos na literatura (MELIS et al. 2008; NAKAYAMA et
al. 2008; SHIDO et al. 2009).



A radioterapia pré ou pos-operatoria tem um importante papel no
tratamento dos sarcomas de partes moles, mas seu papel no tratamento
dos desmoides nao € claramente definido. Essa modalidade terapéutica tem
sido empregada na tentativa de controlar a doenga residual com adjuvante a
excisdo e, também, como uma alternativa as resseccdoes mutilantes
(SHIELDS et al. 2001).

NUYTTENS et al. (2000) analisaram 22 artigos sobre tratamento de
tumores desmoides, abrangendo 234 pacientes tratados com cirurgia
exclusiva e 80 pacientes tratados com radioterapia exclusiva, e as taxas de
controle foram de 62% e 83%, respectivamente.

A radioterapia é efetiva no controle local dos desmoides, no entanto,
se uma cirurgia ndo mutilante puder ser realizada, o resultado, no controle
da doenca, sera mais duradouro. Todavia, quando a ressec¢ao adequada
nao mutilante ndo for possivel, a radioterapia exclusiva pode ser
consideravelmente efetiva em pacientes selecionados (BERRI et al. 2011).

A quimioterapia citotéxica tem sido usada em tumores desmoides nao
ressecaveis, doengas residuais ou progressivas e, em alguns raros casos,
em terapias neoadjuvantes para facilitar a resseccdo com margem ampla.
Embora a aparéncia histologica possa sugerir o contrario, os tumores
desmoides respondem bem a quimioterapia com alivio dos sintomas e,
ocasionalmente, com regressao duravel da doenca. Em criangas, a
quimioterapia combinada pode ser indicada para doenca irressecavel ou
nos casos em que o controle local ndo pode ser alcangado (GOEPFERT et
al. 1982; KINZBRUNNER et al. 1983; RANEY et al. 1987; KLEIN et al. 1987;
WADDELL e KIRSCH 1991; RANEY 1991; SPORTIELLO e HOOGERLAND
1991; FAULKNER et al. 1995; BAUERNHOFER et al. 1996; LEWIS et al.
1999).

O uso de anti-inflamatorios nao esteroidais (AINES) para o
tratamento dos tumores desmoides esta relacionado com o papel que a
cicloxigenase 2 (COX2) exerce na patogénese desses tumores, pois, como
ja foi demonstrado por SIGNORINI et al. (2007), essa enzima tem influéncia

na via de sinalizagdo da betacatenina. Uma variedade de AINES tem sido
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testada no tratamento desses tumores e esta associada com respostas
parciais a completas em uma série de estudos nao randomizados
retrospectivos (JANINIS et al. 2003).

A manipulagdo hormonal tem sido explorada como uma forma de
controle da doenca mostrando taxa de resposta de nulo a satisfatéria
(SANTOS et al. 2010). Varios agentes hormonais foram testados e
considerados eficazes, tais agentes incluem tamoxifeno e toremifeno,
progesterona, acetato de medroxiprogesterona, prednizolona, testolactona e
goserelina. Um dos antiestrogénios mais utilizados no tratamento dos
tumores desmoides é o tamoxifeno em doses que variam de 20 mg/dia a 160
mg/dia (JANINIS et al. 2003).

A terapia-alvo especifica vem sendo estudada como novo arsenal
terapéutico para o tratamento dos tumores desmoides. O Imatinib, o
Sorafenibe e outros medicamentos-alvo especificos vém sendo testados em
estudos clinicos. Recentemente, um estudo prospectivo e randomizado
mostrou a eficacia de Sorafenibe 400 mg/dia comparado com placebo para
pacientes com tumor desmoide que apresentavam progressao da doencga
e/ou dor nao controlada. Esse estudo apresentado no Congresso da
American Society of Clinical Oncology (ASCO), em portugués, Sociedade
Americana de Oncologia Clinica, mostrou que, dos 87 pacientes
randomizados, a sobrevida livre de progressao em um ano foi de 87% para o
brago Sorafenibe e de 43% para o brago placebo (GOUNDER et al. 2018).
Outro estudo prospectivo e randomizado mostrou a eficacia de Pazopanibe
quando comparado com Metotrexato e Vinblastina (TOULMONDE et al.
2018).

O tratamento combinado incorporando diferentes modalidades de
tratamento, como cirurgia, radioterapia, quimioterapia e outros, tem sido
considerado adequado para muitos pacientes com tumores desmoides
complexos (BERRI et al. 2011). Segundo o estudo de LEV et al. (2007), os
pacientes que tiveram alguma forma de terapia combinada apresentaram
uma taxa de recorréncia global de 15%, a qual foi menor do que a de

cirurgia exclusiva ou radioterapia exclusiva.
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Em muitos pacientes com tumores desmoides, a ressecgao cirurgica
radical da doenca pode ser pior do que a prépria doenga. Atualmente, varios
centros de tratamento vém propondo uma abordagem conhecida como
espera e observacdo. Varios estudos tém mostrado as taxas de sobrevida
livres de progressao da doenga em cinco anos de aproximadamente 50%
com essa abordagem (BONVALOT et al. 2008; FIORE et al. 2009; BRIAND
et al. 2014).

Todas essas abordagens apresentam resultados muito variados e
frequentemente insatisfatorios, o que torna essa doenca, além de muito
morbida, incapacitante e, as vezes, mutilante. Estudos prospectivos e
randomizados devem ser desenhados na forma de melhor avaliar e
comparar as diversas modalidades de tratamento, como o objetivo de
minimizar as complicagdes associadas a essa complexa e enigmatica

doenca.
1.5 VIA DE SINALIZACAO WNT/BETACATENINA

O gene Wnt1 foi descrito em 1982 por NUSSE e VARMUS e,
originalmente, nomeado como INT-1. O termo Wnt origina-se da
combinagao do gene Wingless, responsavel pelo desenvolvimento das asas
em Drosophilas, com o proto-oncogene Int-1, responsavel pelo
desenvolvimento de tumores mamarios quando ativado em camundongos
(CLEVERS e NUSSE 2012).

As primeiras conexdes diretas entre a via de sinalizacdo Wnt e
doengas humanas comegaram no inicio dos anos 90. O gene APC foi
descrito independentemente em uma sindrome hereditaria de cancer
denominada polipose familiar adenomatosa (FAP) (NISHISHO et al. 1991).
Logo depois, a proteina citoplasmatica APC mostrou-se interagir com a
betacatenina (RUBINFELD et al. 1993; SU et al. 1993). Muitos outros
componentes adicionais dessa via de sinalizagao e de doengas conectadas
a ela foram descritos nas ultimas duas décadas (CLEVERS e NUSSE
2012).
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As proteinas da via Wnt constituem uma grande familia de ligante
secretado rico em cisteina que controla o desenvolvimento em organismos
desde os nematoides até os mamiferos. A via intracelular de Wnt é,
também, evolutivamente conservada e regula a proliferacdo celular,
morfologia, motilidade, destino, formacédo de eixo e desenvolvimento de
orgaos (WODARZ e NUSSER 1998; POLAKIS 2000; KIKUCHI 2003).

A sinalizagdo Wnt regula pelo menos trés diferentes vias: a canénica,
dependente de betacatenina (via Wnt/betacatenina); a polaridade celular
planar; e a calcio ibnico (Ca?+). Embora os componentes dessa Wnt via
possam diferir entre os diversos organismos, o ponto em comum dessa via
entre 0s organismos é a regulagdo da transcricdo génica mediada pela
betacatenina (POLAKIS 2000). Sendo assim, a betacatenina apresenta um
papel duplo em células epiteliais, agindo como molécula de adesao celular
e, também, no processo de transcrigcdo do nucleo (BARKER 2008).

Diversos estudos tém demonstrado que anormalidades na via
Whnt/betacatenina levam a formacgéo de tumores (KIKUCHI 2003). De acordo
com o modelo atual mais amplamente aceito da via Wnt/betacatenina, os
niveis de betacatenina s&o controlados por meio de um complexo de
destruicdo, que mantém a betacatenina fora do nucleo enquanto promove
sua degradagao. Na auséncia de um sinal Wnt, a betacatenina liga-se ao
complexo de destruicdo e, por meio da fosforilagdo, € degradada pelo
proteossomo. O complexo de destruicao € formado por pelo menos quatro
proteinas: uma serina/treonina-quinase, conhecida como caseina quinase 1
(CK1), que fosforila a serina 45 da betacatenina, marcando-a, assim, para
ser fosforilada na treonina 41 e, sequencialmente, 37 e 33 por outra serina
treonina quinase, conhecida como glicogénio sintase-3 beta (GSK- 3 beta).
Essa ultima fosforilacido € responsavel por marcar a proteina betacatenina
para ubiquitinagdo, que resulta em degradagdo pelo proteossomo. A
proteina APC, juntamente com outra proteina conhecida como axina, é
responsavel por estabilizar o complexo de destruicdo (XU e KIMELMAN

2007). Na auséncia de betacatenina no nucleo, a proteina fator celular-T
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(TCF) e o fator intensificador de linfécito (LEF) ligam-se aos correpressores
GRO/TLE e CTBP, resultando na supresséao da transcricao dos genes-alvo.

As proteinas TCF/LEF s&o as que atuam como adaptadores, ligando-
se ao DNA e curvando o mesmo, permitindo que outros fatores de transicao
se liguem e alterem a transcrigao de genes-alvo. Ambos GRO/TLE e CTBP
interagem com histona desacetilase para silenciar a transcricdo de
determinados genes, por meio da alteracdo da estrutura da cromatina
(COUREY e JIA 2001; BRAGGIO 2015).

A ativacado da via Wnt/betacatenina da-se apés a ligacao do ligante
Wnt aos receptores de superficie celular, que inclui sete proteinas
transmembranares chamadas Frizzled e a proteina 5 relacionada a receptor
de lipoproteina (LRP5) e a proteina 6 relacionada a receptor de lipoproteina
(LRP6), que sao proteinas de baixa densidade relacionada com receptor de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Quando ativadas pela ligagdo de
Wnt, os receptores recrutam e fosforilam uma proteina do citoplasma
chamada dishevelled (DVL). A proteina dishevelled, quando fosforilada,
previne a fosforilagao da betacatenina pelo complexo
APC/AXINA/CK1/GSK-3 beta (KIKUCHI et al. 2007). A betacatenina nao
fosforilada acumula-se no citoplasma e, em seguida, transloca-se para o
nucleo. Uma vez no nucleo, a betacatenina liga-se aos membros da familia
TCF/TEF para formar um complexo estavel do deslocamento de GRO/TLE
(DANIELS e WEIS 2005), o que permite que a betacatenina recrute uma
variedade de coativadores que sido necessarios para sua atividade
transcricional, resultando na ativacdo da transcricdo de genes, como
CYCD1 e MYC que, geralmente, promovem a proliferacdo e sobrevivéncia
celular e, em alguns contextos, a diferenciacao celular (BRAGGIO 2015).

Dada a importancia de sinalizagdo Wnt a biologia da célula-tronco
adulta, ndo é surpreendente que mutagdes na via de sinalizagdo Wnt sejam
frequentemente observadas em cancer, particularmente nos tecidos que
normalmente dependem dessa via para renovagao propria e reparo
(CLEVERS e NUSSE 2012).
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A manifestagéo de cancer pela ativagéo aberrante Wnt é em grande
parte resultado de mutagdes ativadoras na proteina betacatenina, levando a
sua maior estabilidade. Varios alvos de genes envolvidos na via de
sinalizacdo da betacatenina tém sido identificados e algumas de suas
funcdes sao consistentes com controle do crescimento celular, diferenciacéo
e apoptose. No entanto, a identificagédo de genes-alvo que ndo contém sitios
ligantes TCF/LCF em seus promotores fornecerd um novo modelo de

ativacao de genes pela via de sinalizacdo Wnt (KIKUCHI 2003).

a-catenin
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Proteasomal ™
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Destruction Complex @

Fonte: Modificado de WILLERT e JONES (2006).

Figura 3 - Via de sinalizagdo Wnt - os principais reguladores desta via sao
encontrados na membrana plasmatica e em varios complexos
citoplasmaticos.
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Fonte: Modificado de WILLERT e JONES (2006).
Figura 4 - Via de sinalizagdo Wnt - Modelo para regulacao transcricional de
genes-alvo Wnt.

1.6 O GENE DA BETACATENINA (CTNNB1)

As moléculas de adesao celular (CAMs) relacionadas as integrinas,
seletinas, caderinas e imunoglobulinas constituem as quatro maiores
familias de moléculas de adesao celular que foram revisadas recentemente
(KEMPLER 1993). Tem sido demonstrada a interacdo de um conjunto de
proteinas citoplasmaticas denominadas alfa, beta e gamacateninas com a
cauda citoplasmatica das caderinas. As cateninas sao mediadores
estruturais para a juncao dos filamentos de actina do citoesqueleto as
caderinas (KRAUS et al. 1994). Analises comparativas das sequéncias de
aminoacidos sugerem que a alfacatenina € homologa a vinculina e tem sido
sugerido que a gamacatenina seria a placoglobulina. A betacatenina esta
relacionada a placoglobulina (BUTZ et al. 1992) homdloga a proteina
armadillo, encontrada nas Drosophilas (MCCREA et al. 1991).

A proteina betacatenina é codificada pelo gene CTNNB1 que se
encontra no cromossomo 3p 21, tem peso molecular de 92 KDa (KRAUS et
al. 1994), é composta por trés dominios principais, sendo um dominio N-
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terminal, um dominio central de repeticao armadillo e um dominio C-terminal
(GOTTARDI e GUMBINER 2004). Segundo CLEVERS e NUSSE (2012), a
betacatenina desempenha um papel essencial no desenvolvimento e na
manutengdo dos tecidos. Funcionalmente, a betacatenina esta envolvida
nas interagdes célula—célula (por meio de jungbes aderentes por meio de
ligacdo a E-caderina e a alfacatenina na superficie celular) e na regulagao
da expressao génica, por meio da ativagdo da via Wnt, resultando na
translocagao de betacatenina para o nucleo, interagindo com os reguladores
de transcricdo da familia TCF/LEF (BARKER 2008).

Varios autores ja descreveram que as mutagdes no gene CTNNB1
estdo presentes em diversas entidades patolégicas (TEJPAR et al. 1999).
MIYOSHI et al. (1998) evidenciaram que as mutagdes no gene da
betacatenina sdo muito frequentes nos tumores desmoides esporadicos e,
também, em 1998, SPARKS et al. afirmaram que as mutagcbes dos genes
APC e CTNNB1 sao mutuamente exclusivas. Alguns estudos recentes
demonstraram que a vasta maioria dos tumores desmoides esporadicos
encontram mutacdes no gene CTNNB1 e ndo no gene APC (MULLEN et al.
2013). As mutacdes no gene codificador da betacatenina ocorrem no éxon
3, na regidao codificadora do dominio de fosforilagdo da betacatenina
(LAZAR et al. 2008). E trés discretas mutacdes especificas em dois cédons
do gene CTNNB1 foram identificadas: uma na treonina 41 (T41A), que
altera o aminoacido treonina para alanina, e duas na serina 45 (S45F e
S45P), que alteram o aminoacido serina para fenilalanina e serina para
prolina, respectivamente (ALMAN et al. 1997; TEJPAR et al. 1999; AMARY
et al. 2007).

LAZAR et al. (2008) evidenciaram que a expressdo nuclear da
betacatenina ocorreu em 98% dos espécimes de seus pacientes com
tumores desmoides, e mutagdes no gene CTNNB1 foram demonstradas em
85% de seus casos de tumores desmoides esporadicos. A partir desses
achados, diversos estudos avaliaram o papel diagndstico da analise
mutacional da betacatenina, e seus resultados demonstram que essa
analise pode ser muito util para a confirmagao diagndstica dos possiveis
casos de tumores desmoides (COLOMBO et al. 2011).

LAZAR et al. (2008) também observaram que as mutagdes no codon
45 podem predizer um risco aumentado de recorréncia local. Somente 23%
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dos pacientes com a mutacdo S45F estavam livres de recorréncia da
doenca apos cinco anos. Cinquenta e nove por cento dos pacientes com a
mutacao T41A e 65% com mutagao no gene APC estavam estaveis.

Em outro estudo, MULLEN et al. (2013) avaliaram a prevaléncia de
mutagbes no gene CTNNB17 em um grupo de pacientes com tumor
desmoide esporadico, incluindo, em sua amostra, os tumores desmoides
primarios, os recidivados, os extra e os intra-abdominais. As mutacdes no
gene CTNNB1 ocorreram em 73% dos pacientes e todas as mutagdes
estavam localizadas nos cddons 41 e 45. A mutagcao T41A foi encontrada
em 46% da amostra, a S45F, em 25%; a S45P, em 1,7%; a S45C, em 0,9%;
e foram encontradas uma mutacdo T41A e uma S45P. MULLEN et al.
(2013) também verificaram que a sobrevida livre de recorréncia em cinco
anos foi ligeiramente pior, embora nao estatisticamente significante, nos
pacientes com mutagdo do CTNNB1 (58%) quando comparados com o
grupo selvagem (74%). E, quando se avaliam as mutag¢des genotipicas
T41A e S45F, nenhuma diferenga foi detectada. Ha ainda outros autores
que reproduziram os achados de LAZAR et al. (2008), como COLOMBO et
al. (2013), mas esse assunto ainda é controverso.

1.7 O SEQUENCIAMENTO DE PROXIMA GERACAO (NGS)

A decodificacdo do genoma humano tem promovido pistas
importantes sobre doengcas de origem genética, assim como o
desenvolvimento de prevencdo mais especifica, os diagndsticos e as
estratégias terapéuticas tém dirigido sequenciamentos extensivos e
esforcos para mapeamento nas ultimas décadas. Depois de completado o
sequenciamento do primeiro genoma humano em 2004, a necessidade
crescente de sequenciar um grande numero de genomas de forma rapida,
com baixo custo e caminhos acurados mudaram a diregdo do método de
sequenciamento tradicional de Sanger para um novo método com alta taxa
de transferéncia de tecnologia gendmica (XUAN et al. 2013; AITKEN et al.
2015; DUNCAVAGE e TANDON 2015).

Em 2005, emergiu a primeira plataforma de sequenciamento paralelo
massivo dando inicio a uma nova era de sequenciamento genético que foi
chamada de sequenciamento de nova geragdo ou sequenciamento de
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proxima geragcao ou, em inglés, next generation sequencing (NGS)
(MARGULIES et al. 2005; e SHENDURE et al. 2005). Nos ultimos anos, o
NGS comegou a suplantar outras tecnologias. Esse método de
sequenciamento pode analisar o genoma humano inteiro em dias ou, ainda,
avaliar regides especificas do genoma em um tempo clinicamente util
(ULAHANNAN et al. 2013).

As plataformas de nova geragédo tém como base o sequenciamento,
em paralelo, de um vasto numero de fragmentos gendmicos com tamanho
entre 35 e 400 pares de base. Esses fragmentos sdo amplificados
clonalmente por reacdo de cadeia de polimerase em emulsdo, por uma
imobilizacdo em uma superficie sélida ou por amplificacdo de uma
nanoesfera. Posteriormente, a reacdo de sequenciamento é realizada, e a
detecgao dos nucleotideos incorporados pode ser observada pela emissao
de luz fluorescente a cada nucleotideo adicionado ou pela mudancga de pH.
Embora fundamentado em conceitos similares, as caracteristicas
especificas de cada plataforma levam a diferentes velocidades,
comprimentos de fragmentos sequenciados (reads) e acuracias.

Entre todas as plataformas de NGS, as mais utilizadas consistem nas
plataformas Illumina e lon Torrent. Em geral, a escolha do sequenciador
para o uso clinico vai depender da melhor combinacido de custo,
flexibilidade, taxas de erro e de transferéncia, bem como de programas de
anadlise  pods-sequenciamento para uma determinada  aplicacao
(ULAHANNAN et al. 2013). Além disso, essa tecnologia permite quantificar
a porcentagem de mutagdo dentro de cada caso estudado, por meio da
analise do numero de leituras da variante de interesse no total de leitura de
cada base. Esse indice também é conhecido como fracdo de alelo variante
ou, do inglés, variant allele fraction (VAF), do inglés, ou frequéncia alélica
(FA).

O sequenciamento de nova geragcdo tem sido utilizado para
caracterizar varios tipos de cancer e projetos de sequenciamento de larga
escala, como The Cancer Genome Atlas (http://cancergenoma.nih.gov) e o
Internacional  Cancer  Genoma  Consortium  (http://icgc.org). O

sequenciamento de nova geragao podera revolucionar a oncologia, com a
habilidade de desenhar e usar drogas-alvo, predizer resultados e respostas
e classificar os tumores. Essa técnica esta se tornando continuamente mais
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barata, rapida e confortavel, com capacidade para identificar raras e ainda
importantes mutagdes somaticas (ULAHANNAN et al. 2013; XUAN et al.
2013; TORREZAN et al. 2014). Esses e outros fatores nos levaram a utilizar
o NGS como ferramenta fundamental para analise das mutagcbes nos
tumores desmoides neste presente trabalho.

1.8 JUSTIFICATIVA

Os tumores desmoides podem apresentar diferentes comportamentos
clinicos: ha lesées com comportamento indolente, outras pouco agressivas
e algumas muito agressivas, com altas taxas de recidiva. Assim sendo, sao
tumores ainda enigmaticos no que se refere a seu comportamento clinico.

Os estudos de biologia molecular e genética demonstraram uma
associagao dos tumores desmoides as mutagdes germinativas no gene APC
e esporadicos no gene codificador da betacatenina. Alguns grupos
evidenciaram que a vasta maioria dos tumores desmoides esporadicos
apresentam mutagdes do gene CTNNB1, mas ndo no gene APC. E trés
mutagdes especificas em dois codons desse gene foram frequentemente
identificadas: uma na treonina 41 (T41A) e duas na serina 45 (S45F e S45P)
(MULLEN et al. 2013).

Os primeiros trabalhos que identificaram a mutagdo no gene
codificador da betacatenina nos tumores desmoides reportavam uma
frequéncia de mutagcédo que variava de 30% a 50% entre diferentes grupos
de amostras (MIYOSHI et al. 1998; TEJPAR et al. 1999). Com o passar dos
anos e, consequentemente, com o desenvolvimento da tecnologia NGS,
capaz de aumentar a sensibilidade das técnicas de sequenciamento, foi
possivel detectar a mutagdo somatica do CTNNB1 em 85% dos pacientes
(LAZAR et al. 2008; COLOMBO et al. 2011). Assim, fica claro que, quanto
maior a sensibilidade do método utilizado para o sequenciamento, maior
serd a capacidade de identificar tumores com presenga de mutacao,
aumentando a frequéncia de tumores desmoides mutados em CTNNB1.

Também houve, na literatura, controvérsias quanto as recidivas dos
tumores desmoides esporadicos, de acordo com a mutagdo do gene
codificador da betacatenina. Alguns autores concluiram que a mutagéo
S45F tem uma tendéncia maior a recidiva local. No entanto, alguns outros
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autores, que também realizaram essa analise, ndo conseguiram poder
estatistico para comprovar essa tendéncia.

Questionou-se, ainda, se, para avaliar a evolugdo clinica e o
prognoéstico desses pacientes, bastaria saber se o paciente apresentava ou
ndo mutacdo no gene CTNNB1 ou se a fracdo de alelo variante (VAF),
também conhecida como frequéncia alélica (uma relagdo expressa em
porcentagem entre o numero de leituras da variante de interesse no total de
leituras de base), teria alguma influéncia sobre as caracteristicas clinicas ou
sobre o prognéstico.

Pelo exposto acima, optou-se por avaliar ao nivel molecular os
pacientes tratados em nossa instituicdo, por meio da caracterizagdo das
mutagdes do gene codificador da proteina betacatenina, a fragdo de alelo
variante/frequéncia alélica em cada tumor e sua associagdo com o
prognéstico. Assim sendo, espera-se confirmar ou nédo alguns fatores de
risco para a recidiva local, bem como fornecer uma estimativa de risco de
progressao da doencga apds o tratamento cirurgico e adequar melhor um
tratamento para os diferentes tipos de tumores desmoides.

A ultima fase deste projeto consiste na identificagdo de mutagcbes em
outros genes em tumores sem mutagcdo no éxon 3 de CTNNBT para
identificar outras vias potenciais associadas ao surgimento do tumor
desmoide.
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OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

Avaliar a incidéncia das mutagdes nos cédons 41 e 45 do gene

CTNNB1 em pacientes com tumores desmoides esporadicos por

sequenciamento de proxima geragéo (NGS).

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar demografica, epidemioldgica e clinicamente os pacientes
portadores de tumores desmoides tratados no A.C.Camargo Cancer

Center e submetidos a ressecgao cirurgica.

Identificar fatores prognosticos relacionados a recidiva local e a

sobrevida livre de recidiva local.

Correlacionar a mutagao no gene codificante da betacatenina com a

taxa de sobrevida livre de recidiva local.

Identificar modelo preditivo de recidiva local com fatores
demograficos, clinicos e moleculares em tumores desmoides tratados

com cirurgia.

Avaliar a fracdo de alelo variante/frequéncia alélica das mutacdes nos
cédons 41 e 45 do gene da betacatenina nos casos em que forem

identificadas as mutagdes.

Buscar outros genes mutados em tumores negativos para mutagao

nos codons 41 e 45 do gene da betacatenina.
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3 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, transversal e unicéntrico de

analise de dados obtidos do registro de prontuario.

3.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este trabalho foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) em seres humanos da Fundagdo Anténio Prudente do
A.C.Camargo Cancer Center, de Sao Paulo, e foi aprovado conforme
parecer de n° 2.091/15, de 10 de novembro de 2015 (Anexo 1).

3.2 CASUISTICA

Realizou-se busca no registro de cancer do A.C.Camargo Cancer
Center no periodo de 1980 a 2015, utilizando os termos fibromatose
profunda, tumor desmoide e fibromatose agressiva.

Os dados foram coletados dos prontuarios do Servico de Arquivo
Médico Estatistico (SAME) do referido hospital e sumariados em formulario
padronizado (Apéndice 1). Confeccionou-se uma planilha em software
especifico, constituindo, assim, uma base de dados para analise
epidemioldgica e clinica. Todos os pacientes avaliados tiveram suas
amostras de material emblocado em parafina submetidos a revisao
histolégica pela médica patologista do A.C.Camargo Cancer, Dra. Isabela
Werneck Cunha, a fim de revisar o diagndstico histopatolégico e seu

respectivo status de margem.

Critérios de Incluséo:
Os pacientes deste estudo devem:
1. ter diagnéstico de tumor desmoide, fibromatose profunda ou

fibromatose agressiva;
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2. apresentar dados clinicos e demograficos adequados disponiveis no
prontuario;
3. ter sido submetidos ao tratamento cirurgico para a ressecg¢ao da

lesdo com intuito curativo;

4, ser pacientes operados e nao recidivados com seguimento minimo de
24 meses; e
5. apresentar laminas e/ou blocos de parafina disponiveis para revisao

do estudo anatomopatoldgico;

Critérios de Exclusao:
Pacientes com diagnostico de tumor desmoide associado a polipose

adenomatosa familiar (FAP) devem ser excluidos.

3.3 VARIAVEIS CLINICAS E DEMOGRAFICAS

As variaveis clinicas e demograficas analisadas foram: género, idade,
raga, topografia, localizagdo anatdmica, maior didametro do tumor primario.

A variavel idade foi analisada de forma continua e categorizada em
dois grupos, sendo um deles subdivido em pacientes com idade entre 0 e 24
25 e 49, 50 e 75 anos, e o outro subdivido em pacientes com menos de 31
anos e mais de 31 anos. Essa idade especifica foi determinada pelo método
de obtengao de ponto de corte (cut-off) calculado por meio da maximizagao
da estatistica log-rank padronizada (LAUSEN e SCHUMACHER 1992).

Da mesma forma, categorizou-se a variavel tamanho do tumor de
acordo com o ponto de corte (cut-off = 10 centimetros) e em tumores
menores ou iguais a 5 centimetros, entre 5 e 10 centimetros, e maiores de
10 centimetros.

A variavel localizagdo foi subdividida em topografia 1 (abdominal e
nao abdominal), topografia 2 (extremidades e n&do extremidades) e
localizacdo anatbmica: abdome n&o parede, parede abdominal,

tronco/dorso, cabecga/pescoco e extremidades.
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As variaveis de tratamento consideravam situagdo do paciente na
admissao; numero de cirurgias prévias (cirurgias para ressecgao do tumor
primario com intuito curativo realizadas em outra instituicdo); bidpsia prévia
(bidpsia realizada em outra instituicdo); tipo de tratamento (cirurgia, cirurgia
€ quimioterapia, cirurgia e radioterapia, cirurgia e quimioterapia e
radioterapia); tipo de tratamento categorizado (pacientes submetidos
apenas a cirurgia e pacientes submetidos a cirurgia associada a
quimioterapia, a radioterapia ou a ambas as modalidades); tipo de cirurgia
(resseccao ampliada, amputacado/ desarticulagdo, bidpsia excisional); e
tempo de seguimento e margens.

Em relagdo as margens, optou-se por dividir os pacientes em apenas
dois grupos: o de pacientes com margens livres e o de pacientes com
qualquer comprometimento das margens (R1 — microscopicamente
comprometida ou R2 — macroscopicamente comprometida). Ja em relagcao
ao seguimento, os pacientes foram classificados em vivo sem doenga, vivo
com doenga, vivo sem outra especificacdo, obito decorrente da doencga ou
de complicagdes do tratamento, obito sem a doencga, 6bito sem outra

especificagao e perdidos no seguimento.
3.4 EXTRACAO DO DNA

As amostras de material emblocado em parafina dos pacientes
submetidos ao tratamento cirurgico, que cumpriam os critérios de inclusao e
nao apresentavam critério de exclusao, foram obtidas no setor de Arquivo
do A.C.Camargo Cancer Center. Um patologista qualificado realizou a
revisdo histologica das laminas, confirmou o diagnostico, identificou na
ldmina a regido em que havia mais de 95% de células tumorais viaveis e
marcou o local de interesse para extragdo do DNA. Para extrair a regiao-
alvo, foi feito um punch (captura por um cilindro de 1 milimetro de didmetro)
do local marcado no bloco de parafina, e esse tecido capturado foi
transferido para um tubo de microcentrifugacdo de 1,5 mililitro (ml) para

extracdo do DNA.
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Procedeu-se a retirada do DNA no Banco de Macromoléculas dessa
instituicdo, de acordo com o protocolo operacional padrdo desse
departamento. Os tecidos foram desparafinizados com trés banhos de xilol e
o pellet obtido foi lavado com etanol absoluto para remoc¢ao do xilol. Depois
da secagem do pellet, esse tecido foi digerido com 600 microlitros (uL) de
solucdo de lise (Cell Lysis Solution Gentra Puregene — Qiagen) e 300
microgramas (ug) de proteinase K, por 18 horas a 55 graus Celsius sob
agitacdo em um Termomixer (Eppendorf). Apdés homogeneizagcdo completa
do tecido, realizou-se o tratamento com 200 microgramas de ribonuclease
(RNAse) A e, depois da incubagao, a solugao foi transferida para um tubo
Phase Lock Gel (PLG) (Eppendorf). Foram adicionados fenol, cloroférmio,
alcool isoamilico (25/24/1) (Sigma Aldrich Corporations) e, por
centrifugagcédo, separou-se a solugdo em trés fases. Foram feitas duas
purificagcbes com a mistura de fenol e uma com cloroférmio (Merck Alpax). O
protocolo continuou com a precipitacdo da fase superior aqguosa com um
carreador (glicogénio - Roche Diagnostic) e etanol absoluto (Merck Alpax) e
finalizou-se com a eluicdo em Tris-EDTA (pH 8,0). A pureza do DNA foi
avaliada pelo equipamento Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific) e a
concentragéo pelo equipamento Qubit®, com o uso do reagente QUANT-IT
dsDNA HS assay kit (Life Technologies).

3.5 SEQUENCIAMENTO DO EXON 3 DA BETACATENINA

Foi realizado o sequenciamento dos codons 41 e 45 do éxon 3 dos
pacientes tratados cirurgicamente e que dispunham de material genético
adequadamente extraido das amostras tumorais emblocadas em parafina.

O sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma de
sequenciamento de nova geragdo lon Proton e a amplificagdo foi
direcionada da regido pelo método de sequenciamento-alvo (target
sequencing).

Para isso, foi desenhado um par de primers que amplificassem a

regido de interesse, gerando um fragmento de 104 pares de bases. Apds
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reacdo em cadeia da polimerase (PCR), as amostras foram purificadas,
utilizando beads magnéticas. Em seguida, foi feita a etapa de reparo das
extremidades (end repair), em que foi acrescido um grupo de fosfato as
extremidades. As amostras sdo novamente purificadas, utilizando beads
magnéticas.

O passo seguinte foi a ligagdo de adaptadores (P1 e A) e barcodes
(junto do adaptador A). Os adaptadores direcionam as etapas de PCR em
emulsédo (ePCR) e o sequenciamento, enquanto que os barcodes sé&o
sequéncias unicas que permitem a identificacdo de cada amostra depois da
corrida de sequenciamento. Apds a ligacao, foi feita nova purificagcdo com
beads magnéticas a fim de eliminar adaptadores e demais reagentes que
nao foram utilizados na reacéo.

Finalmente, realizou-se uma quantificacdo das bibliotecas de duas
maneiras diferentes: por meio do Qubit® (Invitrogen, Thermo Fisher),
equipamento que utiliza um fluoréforo que se liga especificamente a
molécula de DNA dupla fita, permitindo uma quantificacdo mais precisa das
bibliotecas, e por meio de qPCR, que utiliza sondas que se ligam
especificamente aos adaptadores, possibilitando a diluicdo das amostras de
forma equimolar para a ePCR.

A etapa de ePCR foi feita com o kit lon PI™ Hi-Q™ OT2 200, a qual
permitiu a amplificagdo clonal dos fragmentos das bibliotecas. Nesse
momento, sdo formados as micelas, que possuem uma bead com
sequéncia complementar a P1, e o0s reagentes necessarios para
amplificagdo dos fragmentos. Ocorre a entrada de um fragmento em cada
micela e ha sua amplificacdo clonal na superficie de cada bead. Por fim,
tem-se a etapa de enriquecimento, em que apenas as beads com
fragmentos de DNA amplificados foram selecionadas.

O produto final foi depositado em um chip com micropogos para dar
inicio a etapa de sequenciamento, o qual foi feito utilizando o kit lon PI™ Hi-
Q™ Sequencing 200, juntamente com o lon PI™ Chip Kit v3, que gerou em
média 12 gigabytes (GB) de dados. O sequenciamento ocorreu de forma

ciclica, com a liberacdo dos nucleotideos em ordem conhecida. A
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incorporacao destes fez com que houvesse liberagdo de ion H+ por ligacao
fosfodiéster, alterando o pH da reacéo, dando proporcionalidade ao niumero
de bases incorporadas.

As sequéncias geradas foram comparadas com a sequéncia
genbmica de referéncia do gene CTNNB1 (NG _013302) para identificacéo
das variantes com auxilio do software CLC Genomics Workbench. O critério
de selegdo para a chamada de variantes foi a cobertura minima de 500

vezes e a frequéncia de pelo menos 1% da base alterada.

3.6 PAINEL DE 409 GENES

o Preparo de biblioteca e sequenciamento NGS

Os pacientes, cujos tumores nao apresentavam mutagdo nos cédons
41 e 45 do éxon 3 do gene CTNNB1, foram submetidos a um novo
sequenciamento por meio de um painel de multiplos genes, a fim de se
identificar possiveis mutagdes em algum desses outros genes associados ou
nao a via Wnt. Utilizou-se um painel de 409 genes para analisar outras
mutagdes localizadas em outros éxons do gene CTNNB71 ou em outros
genes ligados direta ou indiretamente a via Wnt/betacatenina, assim como
em outros genes sem qualquer ligagdo com essa via de sinalizacao
especifica.

O preparo das bibliotecas de DNA para o sequenciamento de nova
geragao e as analises dos dados foram realizados pelo grupo do Laboratério
de Genbmica e Biologia Molecular do Centro Internacional de Pesquisa
(CIPE) do A.C.Camargo Cancer Center, conduzidos pela Dra. Dirce Maria
Carraro.

Para selecionar as amostras com um menor nivel de degradacao
para a técnica de NGS, primeiramente fez-se uma PCR multiplex para que
seis amplicons (de 112 a 204 pares de base) fossem amplificados e, assim,
foi possivel verificar se as amostras estariam ou ndo adequadas para o

sequenciamento.
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As amostras amplificadas foram tratadas com a enzima uracila-dna
glicosilase (UDG) da Thermo Fisher Scientific (1 unidade/50 nanogramas
(ng) com incubacdo de 15 minutos a 37 graus Celsius), para diminuir o
numero de variantes artefatuais resultante de transicoes C: G> T: A, no DNA
de tecidos emblocados em blocos de parafina. O grupo recentemente
demonstrou que o tratamento com a enzima UDG reduziu significativamente
o numero de artefatos de DNA por sequenciamento de proxima geragao
(NGS) e outros métodos (BERRA et al. 2019).

Apods a selecdo e tratamento das amostras, realizou-se a construcao
de bibliotecas com o lon AmpliSeq™ Comprehensive Cancer Panel (Thermo
Fisher Scientific), um painel comercial de 1.300 kilobytes (kB), que abrange
409 genes relacionados ao cancer, com 16 mil pares de primers distribuidos
em quatro pools. O preparo das bibliotecas foi feito com o kit de reagentes
lon AmpliSeq™ Library 2.0, seguindo o protocolo lon AmpliSeq Library
Preparation (Thermo Fisher Scientific). Aproximadamente 10 nanogramas
(ng) de DNA (quantificacédo realizada no Qubit Fluorometric Quantitation,
Thermo Fisher Scientific) por pool de primers, totalizando aproximadamente
40 nanogramas de DNA de cada amostra. Os amplicons gerados foram
tratados com a enzima FuPa, responsavel pela digestao parcial dos primers.
Em seguida, os adaptadores P1 e A, juntamente com barcodes, foram
ligados aos amplicons por meio da enzima DNA Ligase e, posteriormente,
foram purificados, utilizando beads magnéticas (Agencourt AMPure XP -
Beckman Coulter).

Seguiu-se com a etapa de amplificacdo da biblioteca com reagao de
PCR em emulséo, utilizando o kit lon PI™ Hi-Q™ OT2 200 (Thermo Fisher
Scientific). Nessa etapa ocorre a amplificacdo clonal dos fragmentos no
interior de milhares de micelas geradas nessa solugdo. O sequenciamento
foi realizado com lon PI™ Hi-Q™ Sequencing (Thermo Fisher Scientific),
segundo as orientagdes do fabricante, e a reagao foi depositada em um lon
PI™ Chip v3, possibilitando obter cerca de 10 gigabytes de dados.

O sequenciamento na plataforma lon Torrent tem como base a

liberagdo ciclica dos nucleotideos em uma ordem conhecida, e a
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incorporagcdo de cada nucleotideo na cadeia crescente por ligagao
fosfodiéster libera uma molécula de hidrogénio, modificando o pH da
solucdo. A deteccdo de alteragdes no pH da solugdo a cada ciclo do

sequenciamento permite a identificacdo da sequéncia de bases.

o Chamada e selecédo de variantes

Os resultados do sequenciamento serdo analisados no Torrent Suite
software, pelo plugin Variant Caller (lon Torrent — Life Technologies) e
comparados com a versao do genoma GRCh37/HG19. Os arquivos V card
(.vcf) foram importados para o software VarSeq (Golden Helix) para
anotacdes adicionais e filtragem de variantes. Essas variantes identificadas
foram filtradas de acordo com os seguintes critérios de qualidade e
frequéncia: cobertura da base maior que 100, qualidade do gendtipo maior
que 50; base variante presente em pelo menos 5% das leituras; base
variante presente em pelo menos duas leituras em cada sentido; numero de
bases iguais seguidas — regido de homopolimero (HRUN) menor que 5;
auséncia da variante em bancos de dados populacionais (EXAC; NHLBI-
ESP; 1000 Genomes) ou minor allele frequency (MAF) menor ou igual a
0,01. Ainda, com o objetivo de excluir possiveis variantes germinativas,
foram retiradas as variantes com frequéncia entre 40% e 65% e descritas no
banco de dados de polimorfismos de base unica ou, em inglés, single
nucleotide polymorphism database (dbSNP).

Posteriormente, as variantes foram selecionadas de acordo com seu
efeito na proteina, sendo consideradas apenas: 1) variantes classificadas
como perda de funcéo (loss of function (LOF)) (variantes do tipo frameshift,
ganho ou perda de cédon de parada, alteracdo em sitio de splice) ou 2)
variantes missense (delegado ou insercao in frame, troca de aminoacidos)
preditas como possivelmente patogénicas em menos de trés dos seis
programas de predigao utilizados (SIFT, PolyPhen, MutationTaster, Mutation
Assessor, FATHMM, FATHMM MKL) e, também, em genes classificados
CoOmo oncogenes ou genes supressores de tumor no banco de dados
OncoMD.
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A lista completa com todos os 409 genes, frequentemente mutados e
associados com cancer (oncogenes e genes supressores de tumor) do

Comprehensive Cancer Panel — Thermo Fisher, esta disponivel no Anexo 2.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva das variaveis, em
que, para as variaveis qualitativas, sdo apresentadas as distribuicdes de
frequéncia absoluta (n) e relativa (%) e, para as variaveis quantitativas, séo
apresentadas as principais medidas-resumo, como media, desvio padrao,
mediana e valores minimo e maximo.

Para avaliar a associacdo entre as variaveis qualitativas, foi
considerado o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, quando
apropriado. A comparacgéo das variaveis quantitativas (idade) em relagcéo as
variaveis de grupo (frequéncia alélica e mutagdo de proteina) foi realizada
por meio de testes nao paramétricos, como o teste U de Mann-Whitney para
a comparacao entre dois grupos, assim como o teste de Kruskal-Wallis para
a comparagao entre trés ou mais grupos independentes.

A determinacdo de dois grupos de observagdes com respeito a um
simples ponto de corte foi estimada utilizando a proposta de LAUSEN e
SCHUMACHER (1992). Essa proposta visa obter o melhor valor de ponto
de corte (cut-off) com o objetivo de discriminar as curvas de sobrevivéncia.
A estimativa do cut-off € obtida por meio da maximizagado da estatistica log-
rank padronizada. Uma vez estimado o ponto de corte, a fungcdo de
sobrevivéncia foi estimada utilizando o estimador de KAPLAN e MEIER
(1958). As curvas de sobrevivéncia estimadas foram comparadas por meio
do teste log-rank. Além disso, o modelo de riscos proporcionais de Cox
(COX 1972) foi ajustado aos dados para descrever a relagdo entre as
variaveis independentes e o tempo até a recidiva. No modelo de Cox, todas
as variaveis com valor de p inferior a 0,10 simples foram consideradas no
modelo de Cox multiplo. As variaveis do modelo de regressédo de Cox

multiplo foram selecionadas a partir do método de stepwise backward com p
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de entrada de 0,10, obtendo, assim, o modelo final. Em todos os modelos,
foi avaliada a suposi¢cao de proporcionalidade por meio dos residuos de
SCHOENFELD (1982), GRAMBSCH e THERNEAU (1994). Em todos os
casos, ha evidéncias de que o efeito das covariaveis sdo constantes ao
longo do tempo, justificando, assim, o uso do modelo de Cox.

A sobrevida livre de recaida ou recidiva (SLR) foi estimada tanto para
os pacientes operados em nossa instituicdo, quanto para os operados
incialmente em outra instituicdo. Para tal analise, a variavel tempo até a
recidiva foi criada e calculada a partir da data da primeira cirurgia com
intuito de ressecgao completa até a data da confirmacéo da recidiva. Logo,
as curvas e analises de sobrevivéncia relacionadas ao evento recidiva no
local da doenca foram realizadas apenas nos pacientes que possuiam essa
informacao de forma exata.

A associacao do tipo de mutagao dos codons 41 e 45 (sem mutacgao,
mutacdo T41A, mutagcbes S45F e S45P) com o evento recidiva local foi
realizada em duas etapas. No primeiro momento, foram feitas a confecgao
de curvas de sobrevivéncia e as analises de sobrevida, considerando todos
os pacientes que possuiam informagao de margem, independentemente de
a margem cirurgica ser livre (RO) ou comprometida (R1 e R2); no segundo
momento, com o objetivo de ter uma analise mais pura, os pacientes, cuja
margem cirurgica era sabidamente comprometida (R1 e R2), foram
segregados e novas curvas € analises de sobrevida livre de recidiva foram
elaboradas apenas para os pacientes com status de margem livre (RO),
excluindo, assim, qualquer influéncia da margem sobre o evento de recidiva
local.

O nivel de significAncia adotado foi de 5%, ou seja, os resultados
com valor de p inferior a 0,05 foram considerados significativos. A analise
dos dados foi realizada por meio do software R versdo 3.5 e do software
SPSS versao 24.
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4 RESULTADOS

A busca pelo diagndstico resultou na identificagdo de 214 pacientes
com tumores desmoides no periodo de 35 anos. Quarenta e cinco pacientes
foram excluidos por n&do mais existir o registro hospitalar ou o prontuario,
por nao ter sido encontrado o prontuario no setor de arquivo médico ou por
ter sido realizada na instituicdo apenas uma revisdo de laminas no Setor de
Patologia. Dessa forma, nossa amostra global inicial foi de 169 pacientes
dos quais 158 foram considerados esporadicos e 11 apresentavam critérios
para a adenomatose poliposa familiar (FAP) e foram excluidos.

Dos pacientes com doenca esporadica 144 foram tratados com
cirurgia. Destes, 55 casos apresentaram recidiva local e, em 89 pacientes,
nao foi observado recidiva. Todos os pacientes com recidiva foram incluidos
em nossas analises, € 0s pacientes nao recidivados com menos de 24
meses de seguimento, todavia, foram excluidos da amostra final, pois nao
cumpriam um dos critérios de inclusdo. Sendo assim, houve uma amostra
de 126 pacientes. Em 19 casos, a coleta dos dados ndo pbde ser
adequadamente realizada ou a revisao histolégica ndo péde ser executada,
por isso também foram excluidos.

A amostra final apresentou 107 pacientes, e seus dados foram
utiizados para a realizacdo das analises demograficas, clinicas e de
tratamento. Conseguimos extrair DNA para realizar o sequenciamento de
segunda geragao dos codons 41 e 45 da betacatenina de 77 amostras.
Logo, ndo conseguimos amostras de DNA de 30 espécimes, ora por nao
haver o bloco de parafina com quantidade suficiente para a realizagdo da
extragado, ora por ndo conseguir a extragao do DNA desses blocos por conta
da ma qualidade de conservacao do bloco.

Todas as 77 amostras de DNA foram submetidas ao sequenciamento
de segunda geragao dos codons 41 e 45 do gene CTNNB1. Entretanto, n&o
foi possivel realizar um sequenciamento adequado em seis amostras.

Sendo assim, a amostra final foi de 71 pacientes sequenciados.
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4.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

4.1.1 Género, idade e grupo étnico

A incidéncia foi maior em mulheres do que em homens. Dos 107
pacientes estudados, observou-se, na série, 63 (58,9%) mulheres e 44
(41,1%) homens (Tabela 1).

O paciente mais jovem tinha 8 meses ao diagndstico e o mais velho
72 anos. A média de idade foi de 30,24 anos; a mediana, de 31, 32 anos; e

o desvio padrao, de 15,89 anos.

Tabela 1 - Frequéncia das variaveis clinicas e demograficas.

Variavel Categoria N (107) (%)
Género Feminino 63 58,9
Masculino 44 41,1
Idade < 25 anos 35 32,7
Entre 25 e 49 63 58,9
Entre 50 e 75 9 8,4
Grupos Brancos 45 78,9
étnicos Pardos 8 14
Negros 2 3,5
Amarelos 2 3,5
Desconhecido 50 46,72
Topografial Abdominal 32 29,9
N&o abdominal 75 70,1
Topografia 2 Extremidades 39 36,4
Nao extremidades 68 63,6
Localizacéo Intra-abdominal 1 10,3
Parede abdominal 21 19,6
Cabeca e pescogo 15 14
Parede toracica/dorso 21 19,6
Extremidades 39 36,4
Tamanho do <5cm 34 38,2
tumor [5-10)cm 34 38,2
>10cm 21 23,6
Desconhecido 18 16,8
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Os pacientes foram categorizados em trés grupos de acordo com a
idade: grupo 1 entre 0 a 24 anos (32,7%), o grupo 2 entre de 25 a 49 anos
(58,9%) e o grupo 3 entre 50 e 75 anos (8,4%). Os valores absolutos de
cada grupo encontram-se descritos na Tabela 1.

Com relagdo aos grupos étnicos, foi possivel avaliar apenas 57 dos
107 pacientes. E, de acordo com as descricbes étnicas encontradas nos
prontuarios, os pacientes foram subdivididos em: brancos (45 pacientes),
totalizando 78,9 % da amostra; pardos (oito pacientes), sendo 14% do total,
negros (dois pacientes), totalizando 3,5% dos pacientes; e amarelos (dois

pacientes), totalizando 3,5% da amostra.

4.1.2 Topografia e localizacéo

Avaliou-se a localizacdo dos tumores desmoides e contatou-se que
75 dos 107 pacientes, ou seja, 70,1% apresentavam tumores néao
abdominais e 32 dos 107 (29%) apresentavam lesdes abdominais. Os
pacientes foram agrupados em ndo extremidades e extremidades e foram
observados 68 pacientes (63,6%) e 39 pacientes (36,4%), respectivamente,
em cada grupo. Os pacientes também foram agrupados segundo as
regides/seguimentos do corpo e foi possivel identificar que, em 39 casos
(36,4%), os tumores estavam localizados nas extremidades; em 21 (19,6%),
na parede toracica/dorso; em 21 (19,6%), na parede abdominal; em 15
(14%), na cabecga/pescoco; e em 11 (10,3%), no abdome, mas nao foram

localizados na parede abdominal. Vide Tabela 1.

4.1.3 Tamanho

Foi possivel determinar o tamanho do tumor primario em 89 dos 107
pacientes e essas lesdes variaram de 0,8 a 30 centimetros. A média em
centimetros dos tumores foi de 7,25 centimetros; a mediana de 6,5
centimetros e o desvio padrao de 5,36 centimetros. A distribuigdo, seguindo
a categorizacdo adotada para o tamanho, que também se encontra na
Tabela 1, foi a seguinte:

Grupo 1: tumores menores que 5 centimetros: 38,2% (34 espécimes).
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Grupo 2: tumores maiores que 5 centimetros e menores que 10 centimetros:
38,2% (34 espécimes).
Grupo 3: tumores maiores que 10 centimetros: 23,6% (21 espécimes).

4.1.4 Situacado do paciente na admissao

Dos 107 pacientes com tumor desmoide analisados, 58 (54,2%)
foram admitidos sem qualquer tratamento e foram considerados pacientes
intactos. A bidpsia foi realizada antes da admissédo em 18 (16,8%)
individuos. Dezenove pacientes (17,8%) foram submetidos a um
procedimento cirurgico, e os outros 11,2% restantes foram submetidos a
cirurgia e a algum outro tratamento complementar (tratamento sistémico ou
radioterapia), conforme descrito na Tabela 2. Entre os 27 pacientes cuja
primeira cirurgia foi realizada em outra instituicdo, observou-se que 19 foram
operados previamente apenas uma vez, antes de chegarem em nossa
instituicdo, sete foram operados por duas vezes e dois pacientes foram
submetidos a trés cirurgias em outros servigos antes de chegarem ao

centro.

4.1.5 Tratamento

A maioria dos pacientes (47,7%) foi submetida a um procedimento
diagnéstico de bidpsia previamente ao tratamento. Em 35 casos (32,7%), a
bidépsia ndo foi realizada antes da cirurgia, ou seja, os pacientes foram
submetidos a cirurgia para ressecgdo do tumor, sem um diagnostico
histolégico prévio. Em 21 pacientes, ndo foi possivel obter informagéo sobre
o status da biopsia (Tabela 2).

Todos os pacientes deste estudo foram submetidos ao tratamento
cirurgico. Em 89 pacientes (83,2%), evidenciou-se a cirurgia isolada para a
resseccao das lesbes como o principal tipo de tratamento realizado. A
quimioterapia associada a cirurgia ocorreu em seis casos (5,6%). A
radioterapia associada a cirurgia foi realizada em quatro pacientes (3,7%
dos casos). A combinagao de quimioterapia, radioterapia e cirurgia também

ocorreu em quatro pacientes (3,7%). Em outros quatro pacientes, ndo foi
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possivel especificar a informagao sobre a associagcao de tratamentos, por
isso considerou-se como informagao desconhecida, conforme descrito na
Tabela 2.

Dos pacientes submetidos a cirurgia, 92 (95,8%) foram tratados com
resseccao ampliada; trés (3,1%) passaram por biopsia excisional e um
individuo (1%) teve o membro amputado. Em 11 casos, nao foi possivel
identificar exatamente qual o tipo de cirurgia havia sido realizado (Tabela 2).

A ressecgao foi considerada adequada (margem livre) em 62
pacientes (57,9%). Trinta e trés pacientes (30,8%) apresentavam margem
comprometida apds a cirurgia (comprometimento microscopico - R1 ou
macroscopico - R2) e, em 12 pacientes (11,3%), ndo foi possivel obter
dados sobre o status de margem cirurgica, ora por ndo haver informagao no
laudo do exame anatomopatoldgico, ora por ndo haver condi¢des de revisao

da margem no bloco de parafina, vide Tabela 2 a seguir.



Tabela 2 - Frequéncias das variaveis de tratamento.
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Variavel Categoria N (107) (%)
Situacdo do paciente na Intacto 58 54,2
admissao Biopsiado 18 16,8
Operado 19 17,8
Quimioterapia 1 0,9
Radioterapia 1 0,9
Biopsiado e quimioterapia 1 0,9
Operado e quimioterapia 2 1,9
Operado e radioterapia 6 5,6
Outros 1 0,9
NUmero de cirurgias 0 66 64,7
prévias a admissao 1 27 26,5
2 7 6,9
3 2 2,0
Desconhecido 5 4.6
Bidpsia prévia Sim 51 47,7
Nao 35 32,7
Desconhecido 21 19,6
Tipo de tratamento Cirurgia 89 83,2
na instituicao final Cirurgia e quimioterapia 6 5,6
Cirurgia e radioterapia 4 3,7
Cirurgia, quimio e radio 4 3,7
Desconhecido 4 3,7
Tipo de tratamento Cirurgia 89 86,4
categorizado Cirurgia combinada 14 13,6
Desconhecido 4 3,7
Tipo de cirurgia Resseccao ampla 92 95,8
Amputacgao/desarticulagao 1 1,0
Bidpsia excisional 3 3,1
Desconhecido 1M 10,2
Margens cirargicas Livres 62 57,9
Comprometidas 33 31,1
Desconhecidas 12 11,3
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4.2 DADOS DE SEGUIMENTO

O tempo médio transcorrido dos primeiros sinais e sintomas até a
avaliagao no A.C.Camargo Cancer Center foi de 17,30 meses. O tempo de
seguimento variou de 7,30 a 337,20 meses, com um tempo médio de
134,33 meses e uma mediana de 105,6 meses.

No momento da ultima avaliagdo, 75 pacientes (70,1%) estavam
vivos sem doenga e 19 pacientes (17,8%) estavam vivos com doenca.
Tivemos dois casos (1,9%) de morte ligada a fibromatose agressiva, um
caso (0,9%) de morte ndo ligada a fibromatose e oito casos (7,5%) que

foram perdidos de vista, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Situacdo clinica dos 107 pacientes portadores de tumores
desmoides ao final da atualizagdo dos dados.

Variavel Categoria N %

Situacéo clinica no ultimo seguimento Vivo sem doencga 75 70,1
Vivo com doencga 19 17,8
Vivo sem outra especificacao 1 0,9
Obito pela doenca 2 1,9
Obito sem a doenca 1 0,9
Obito sem outra especificacdo 1 0,9
Perdidos no seguimento 8 7,5
Total 107 100,0

4.3 DADOS SOBRE OS PACIENTES COM RECIDIVA DO TUMOR

Todos os pacientes analisados por este estudo foram tratados de
forma cirurgica e, dos 107 casos revisados, 42 apresentaram recidiva da
doenga. Ou seja, foram evidenciados 39,3% de casos recidivados na
casuistica.

Dezessete pacientes (42,5%) tiveram apenas uma recidiva 14 (35%)
tiveram duas, oito (20%) tiveram trés e um individuo (2,5%) teve quatro

episodios de recidiva apos tratamento cirurgico.
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Oitenta e trés por cento das recidivas ocorreram nos primeiros 24
meses apos a primeira cirurgia. O tempo médio para ocorréncia da recidiva
foi de 25,5 meses e a mediana foi de 15,4 meses.

O menor espécime tumoral recidivado apresentava 2 centimetros de
didmetro e o maior apresentava 28 centimetros. O tamanho médio dos
espécimes recidivados foi de 9,46 centimetros, o tamanho mediano foi de
6,9 centimetros e o desvio padrao de 6,79 centimetros.

O principal método isolado de tratamento das recidivas foi a cirurgia,
totalizando 63,4% dos casos (26 de 41), seguido de quimioterapia com
14,6% (6 de 41) e radioterapia 4,9% (2 de 41). Trés pacientes (7,3%) foram
tratados com uma combinagéo de cirurgia e radioterapia, dois (4,9%) com
cirurgia e quimioterapia, um (2,4%) com cirurgia, quimioterapia e
radioterapia e um paciente (2,4%) teve um tratamento combinando cirurgia,
quimioterapia e outro método que nao a radioterapia.

Com relagdo as margens cirurgicas, evidenciou-se que estavam
livres de comprometimento em 44 casos ndo recidivados e em 18 casos
recidivados e que estavam comprometidas em 21 casos nao recidivados e
em 12 recidivados. Sendo assim, conforme a Tabela 4 pode demonstrar,
nao ha indicios de associagcdo entre as variaveis margens e recidiva, ou

seja, ha evidéncias de independéncia entre essas variaveis.

Tabela 4 - Tabulagdo cruzada: margens (livres e comprometidas) x status
de recidiva (n&o e sim).

Variavel Categoria Recidiva Total Valor p
Nao Sim
Livres N 44 18 62 0,617
Margem % 67,7% 60,0% 65,3%
Comprometidas N 21 12 33
% 32,3% 40,0% 34,7%
Total N 65 30 95

% 100,0% 100,0% 100,0%
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4.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR

O sequenciamento dos codons 41 e 45 das 71 amostras emblocadas
em parafina foi realizado com sucesso. Obteve-se cobertura minima de 500
vezes e utilizou-se a frequéncia da base alterada de 1% como cut-off para
considerar a variante como verdadeira. Os dados completos do
sequenciamento estdo tabulados na Tabela 5.

A cobertura total média de leituras foi de 165.761,78 vezes, e a

cobertura média das variantes foi de 30.076,09 vezes.



Tabela 5 - Caracterizagcao das alteracbes moleculares e das mutacées nos cédons 41 e 45 do gene da betacatenina dos
71 casos estudados.

Frequéncia

Amostra Alteracdo cDNA Altera?éo Cobertura Cobe[tur_a Cobc_ertura Alélica (VAF) Tipo d~e
Proteina Total Referéncia Variante (%) Mutacéo
Desm 1T c.121A>G p.Thr41Ala 182978 151188 26455 14,5 Codon 41
Desm 1T c.134C>T p.Ser45Phe 178057 165112 5903 3,3 Cadon 45
Desm 2T c.133T>C p.Ser45Pro 305517 179578 125877 41,2 Cédon 45
Desm 3T c.121A>G p.Thr41Ala 37894 31422 5566 14,7 Cdédon 41
Desm 4T c.134C>T p.Ser45Phe 401006 234981 91281 22,8 Codon 45
Desm 5T c.134C>T p.Ser45Phe 148191 142249 4188 2,83 Cédon 45
Desm 6T c.133T>C p.Serd45Pro 544083 320634 223386 41,1 Codon 45
Desm 7T c.134C>T p.Ser45Phe 414100 346467 28952 7 Cédon 45
Desm 8T c.134C>T p.Ser45Phe 369661 276742 38957 10,5 Codon 45
Desm 9T c.121A>G p.-Thr41Ala 281657 249324 20941 7.4 Cédon 41
Desm 10T c.134C>T p.Ser45Phe 334656 208582 57470 17,2 Cdédon 45
Desm 11T 15907 Sem alteragao
Desm 12T c.121A>G p.Thr41Ala 225674 159680 56249 24,9 Cdédon 41
Desm 13T c.134C>T p.Ser45Phe 9008 3596 5033 55,9 Cddon 45
Desm 14T c.134C>T p.Ser45Phe 49504 35445 10856 21,9 Cddon 45
Desm 15T c.134C>T p.Ser45Phe 70356 46561 15422 21,9 Cadon 45
Desm 16T c.134C>T p.Ser45Phe 78285 58933 14142 18,1 Cédon 45
Desm 17T 117383 Sem alteragao
Desm 18T c.121A>G p.Thr41Ala 270818 184446 70108 25,9 Codon 41
Desm 19T c.134C>T p.Ser45Phe 217539 203318 10919 5 Codon 45
Desm 20T c.134C>T p.Ser45Phe 416360 346633 42774 10,3 Codon 45
Desm 21T c.121A>G p.-Thr41Ala 398501 252534 122335 30,7 Cadon 41
Desm 22T 148212 Sem alteragao
Desm 23T c.121A>G p.-Thr41Ala 388076 223567 51184 13,2 Cédon 41
Desm 24T c.121A>G p.Thr41Ala 345323 359333 12727 3,7 Cddon 41

42



Cont/ Tabela 5

Amosira Alteragio cDNA Altera?éo Cobertura Cobe[tur'a Cobgrtura Aﬁ[é?i?::e(r:/(:i) Tipo d~e
Proteina Total Referéncia Variante (%) Mutacéao
Desm 25T c.134C>T p.Ser45Phe 612709 522233 65698 10,7 Codon 45
Desm 26T c.121A>G p.Thr41Ala 496914 278577 189410 38,1 Cédon 41
Desm 27T c.134C>T p.Ser45Phe 274504 203143 48651 17,7 Codon 45
Desm 28T c.121A>G p.Thr41Ala 351 335 12 3,42 Cddon 41
Desm 28T c.134C>T p.Ser45Phe 349 248 94 26,93 Codon 45
Desm 29T c.121A>G p.Thr41Ala 484260 325011 130222 26,9 Codon 41
Desm 30T c.134C>T p.Ser45Phe 129185 90457 22790 17,6 Cédon 45
Desm 31T c.121A>G p.Thr41Ala 186203 141957 34070 18,3 Codon 41
Desm 32T c.121A>G p.Thr41Ala 280895 184792 81805 29,1 Cédon 41
Desm 33T c.121A>G p.Thr41Ala 122764 103302 17040 13,9 Codon 41
Desm 34T 47738 Sem alteragao
Desm 35T c.121A>G p.Thr41Ala 10418 8880 1239 11,89 Cdédon 41
Desm 36T c.121A>G p.Thr41Ala 103338 83011 18845 18,24 Codon 41
Desm 37T c.121A>G p.Thr41Ala 25154 22148 2344 9,32 Cdédon 41
Desm 38T c.121A>G p.Thr41Ala 18990 15068 2851 15,01 Codon 41
Desm 39T c.134C>T p.Ser45Phe 20863 15314 2862 13,72 Cédon 45
Desm 40T 34615 Sem alteragao
Desm 41T c.133T>C p.Serd45Pro 20376 13261 7113 34,91 Cddon 45
Desm 42T c.121A>G p.Thr41Ala 55584 41308 10604 19,08 Cdédon 41
Desm 43T c.121A>G p.Thr41Ala 14620 9320 4393 30,05 Codon 41
Desm 44T c.121A>G p.Thr41Ala 37320 33463 2919 7,82 Cddon 41
Desm 45T c.121A>G p.Thr41Ala 9518 6217 2758 28,98 Codon 41
Desm 45T c.134C>T p.Ser45Phe 8973 8659 168 1,87 Codon 45
Desm 46T c.121A>G p.Thr41Ala 15852 10255 4270 26,94 Codon 41
Desm 47T c.121A>G p.Thr41Ala 207567 162977 37872 18,25 Cddon 41
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Amosira Alteragio cDNA Altera?éo Cobertura Cobe[tur'a Cobgrtura A'T;Tiil;e(r\l;:i) Tipo d~e
Proteina Total Referéncia Variante (%) Mutacéao
Desm 48T c.121A>G p.Thr41Ala 559596 526231 26247 4,69 Codon 41
Desm 49T c.134C>T p.Ser45Phe 10625 8096 1144 10,77 Codon 45
Desm 50T c.121A>G p.Thr41Ala 60350 50589 7193 11,92 Codon 41
Desm 51T c.133T>C p.Serd45Pro 45477 35835 9623 21,16 Cddon 45
Desm 52T 8355 Sem alteragao
Desm 53T c.121A>G p.Thr41Ala 42800 26543 12092 28,25 Codon 41
Desm 54T c.121A>G p.Thr41Ala 107960 80001 21943 20,33 Codon 41
Desm 55T 192571 Sem alteragao
Desm 56T c.121A>G p.Thr41Ala 123531 116477 5792 4,69 Codon 41
Desm 56T c.133T>C p.Ser45Pro 121607 119478 2119 1,74 Codon 45
Desm 57T c.121A>G p.Thr41Ala 122273 80853 34853 28,5 Codon 41
Desm 58T c.121A>G p.Thr41Ala 107201 68840 29231 27,27 Codon 41
Desm 59T c.121A>G p.Thr41Ala 218829 189752 20307 9,28 Codon 41
Desm 60T c.121A>G p.Thr41Ala 90809 59402 24531 27,01 Codon 41
Desm 61T c.121A>G p.Thr41Ala 96747 84826 9441 9,76 Codon 41
Desm 62T c.121A>G p.Thr41Ala 160179 152639 5730 3,58 Cédon 41
Desm 63T c.121A>G p.Thr41Ala 190361 177233 9826 5,16 Codon 41
Desm 64T c.133T>C p.Serd45Pro 128761 117269 11484 8,92 Cddon 45
Desm 65T c.121A>G p.Thr41Ala 234089 198929 28333 12,1 Codon 41
Desm 65T c.134C>T p.Ser45Phe 227097 215526 6077 2,68 Cadon 45
Desm 66T c.121A>G p.Thr41Ala 173534 161878 9310 5,36 Codon 41
Desm 66T c.134C>T p.Ser45Phe 173200 169659 2222 1,28 Codon 45
Desm 67T 72717 Sem alteragao
Desm 68T c.121A>G p.Thr41Ala 103793 100160 2890 2,78 Codon 41
Desm 69T c.134C>T p.Ser45Phe 67946 53971 5955 8,76 Cddon 45
Desm 70T 105346 Sem alteragao
Desm 71T 50097 Sem alteragao
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Desse modo, considerando o critério de 1% para a selegcao de
variantes, observou-se que dez amostras das 71 analisadas (14,1%) néao
apresentavam qualquer mutagdo nos codons avaliados, e nos outros 61
espécimes (85,9%) havia mutagdo nos cédons 41 ou 45 no gene codificante
da betacatenina. Dessas amostras, 90,2% (55 de 61) apresentavam
somente uma mutagdo (cédon 41 ou cdédon 45) e 10,8% (6 de 61)
apresentavam duas mutagdes, sendo elas no cdédon 41 (T41A) e no 45
(S45P ou S45P), vide Tabela 6.

Sendo assim, foram evidenciados, em 33 casos de 71 analisados
(46,5%):a mutacao p.Thr41Ala (T41A ou 41A); em 16 casos (22,5%), a
mutacéo p.Ser45Phe (S45F ou 45F); em seis (8,5%), a mutagao p.Ser45Pro
(S45P ou 45P); em cinco (7%), as mutagbes T41A e S45F e, em apenas um
caso (1,4%), a mutacéo T41A e S45P.

Tabela 6 - Distribuicdo das mutag¢des por subgrupos categorizados.

Categoria N (71) (%)
Sem mutacdao 10 14,1
Alguma mutagé&o 61 85,9
Sem mutacéo 10 14,1
Uma mutacéo 55 77,5
Duas mutac¢des 6 8,4
Sem mutacéo 10 14,1
Mutagado T41A 33 46,5
Mutacdo S45F 16 22,5
Mutacdo S45P 6 8,5
Mutacdo T41A e S45F 5 7,0
Mutacdo T41A e S45P 1 1,4
Sem mutacéo 10 14,1
Mutacdo T41A 33 46,5
Mutagdo S45F e S45P 22 30,9
Mutacéo T41A e S45F ou S45P 6 8,4
Mutagdo S45F 16 22,5

Caso contrario 55 77,5
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A menor fragdo de alelo variante (VAF) foi de 1,28% e a maior de
55,87%; a média da VAF foi de 16,54.

Optou-se, também, por categorizar a variavel frequéncia alélica em
trés grupos, de acordo com a porcentagem apresentada, ou seja, pacientes
com menos de 10%, pacientes com mais de 10% e menos do que 20% e
pacientes com mais de 20% de fragao de alelo variante. Dessa forma, foram
observados 18 21 e 22 casos para cada grupo respectivamente ordenado.

Esses dados se encontram descritos na Tabela 7.

Tabela 7 - Distribuicdo da fracdo do alelo variante por subgrupos
categorizados.

Categoria N (61) (%)

Frequéncia alélica <= 10% 18 29,5
Frequéncia alélica (10% — 20%)] 21 34,4
Frequéncia alélica > 20% 22 36,1
Frequéncia alélica <= 10% 18 29,5
Frequéncia alélica > 10% 43 70,5

A distribuicdo das mutagdes em relagéo a género, idade e localizagao
foi avaliada e observou-se que ndo existe uma diferenca significativa na
distribuicdo das mutacbes, de acordo com essas variaveis (Tabela 8). A
relagdo dessas variaveis com a frequéncia alélica foi analisada e nao ha

relacao entre elas, conforme descrito na Tabela 9.



Tabela 8 - Associagado entre género, idade e localizagdo com o tipo de mutagdo encontrado no sequenciamento dos
codons 41 e 45 do gene CTNNB1.

Variavel Categoria Tipo de mutagao Total  Valor
Sem mutacao 41 41 e 45F 41 e 45P 45F 45P p
M n 5 12 10 4 0 0 31
Género % 50,0% 36,4% 62,5% 66,7% 0,0% 0,0% 43,7% 0,087
F n 5 21 6 2 5 1 40
% 50,0% 63,6% 37,5% 33,3% 100,0% 100,0% 56,3%
<25 n 4 7 1 1 7 3 23 0,199
% 40,0% 21,2% 20,0% 100,0% 43,8% 50,0% 32,4%
Idade [25-50) n 4 24 3 0 9 3 43
% 40,0% 72,7% 60,0% 0,0% 56,3% 50,0% 60,6%
[50-75) n 2 2 1 0 0 0 5
% 20,0% 6,1% 20,0% 0,0% 0,0% 0,0% 7,0%
Abdome néao parede abdominal n 1 7 0 0 1 0 9 0,685
% 10,0% 21,2% 0,0% 0,0% 6,3% 0,0% 12,7%
Parede abdominal n 2 7 1 1 1 1 13
% 20,0% 21,2% 20,0% 100,0% 6,3% 16,7% 18,3%
Localizagao Cabeca e pescogo n 3 3 1 0 2 1 10
% 30,0% 9,1% 20,0% 0,0% 12,5% 16,7% 14,1%
Parede toracica/dorso n 0 7 1 0 4 1 13
% 0,0% 21,2% 20,0% 0,0% 25,0% 16,7% 18,3%
Extremidades n 4 9 2 0 8 3 26
% 40,0% 27,3% 40,0% 0,0% 50,0% 50,0% 36,6%
Nao extremidades n 6 24 3 1 8 3 45 0,598
Topografia 2 % 60,0% 72,7% 60,0% 100,0% 50,0% 50,0% 63,4%
Extremidades n 4 9 2 0 8 3 26
% 40,0% 27,3% 40,0% 0,0% 50,0% 50,0% 36,6%
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Tabela 9 - Associacao entre género, idade e localizacdo com a frequéncia
alélica categorizada em menor ou igual a 10%, entre 10% e 20% e maior

que 20%.
Variavel Categoria Frequéncia alélica Total Valor
<10 (10-20]  >20 p
M n 6 11 9 26
% 33,3% 52,4% 40,9% 42,6%
Sexo 0,477
F n 12 10 13 35
% 66,7% 47,6% 59,1% 57,4%
<25 n 6 9 4 19
% 33,3% 42,9% 18,2% 31,1%
[25-50) n 10 12 17 39
Idade 0,220
% 55,6% 57,1% 77,3% 63,9%
[50-75) n 2 0 1 3
%  11,1% 0,0% 4,5% 4,9%
Abdome nao n 1 4 3 8
parede abdominal % 5,6% 19,0% 13,6% 13,1%
Parede abdominal n 4 3 4 11
% 22,2% 14,3% 18,2% 18,0%
. Cabeca e pescoco n 3 3 1 7
Localizagéo 0,859
% 16,7% 14,3% 4,5% 11,5%
Parede n 4 3 6 13
toracica/dorso % 22,2% 14,3% 27,3% 21,3%
Extremidades n 6 8 8 22
% 33,3% 38,1% 36,4% 36,1%
Nao extremidades n 12 13 14 39
) % 66,7% 61,9% 63,6% 63,9%
Topografia 2 : 0,953
Extremidades n 6 8 8 22
% 33,3% 38,1% 36,4% 36,1%
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4.5 PAINEL DE 409 GENES

Avaliou-se, em seguida, a qualidade das informagdes do prontuario
dos 10 pacientes, cuja analise ndao mostrou qualquer alteragdo nos cdédons
41 e 45 do éxon 3 do gene CTNNB1, bem como a possiblidade de extrair
mais amostras de DNA dos blocos de parafina e, entdo, foi analisado o
painel de 409 genes (Apéndice 2).

Por ser um painel grande (1.3 kilobytes) e pelo fato de a qualidade do
DNA de amostras antigas emblocadas em parafina poder ser nao
satisfatoria, realizou-se uma reagao de controle de qualidade (reagdo de
PCR com seis pares de primers) para verificar previamente se o DNA era
passivel de amplificagcdo, utilizando um par de primer capaz de gerar
fragmentos de 112 a 204 pares de bases. Nessa etapa, apenas quatro
amostras de DNA se apresentaram aptas para amplificar os fragmentos e
com perfil desejado.

O painel de 409 genes nas quatro amostras foi preparado, entretanto,
para uma delas, o perfil da biblioteca nédo foi o esperado, indicando que a
biblioteca n&o teria qualidade suficiente para analise de sequenciamento.
Sendo assim, ndo se realizou o sequenciamento dessa amostra, ficando,
entdo, com trés amostras para sequenciar.

A corrida de sequenciamento ficou razoavel. Foram obtidos 6.2
gigabytes de dados, 60.890.410 sequéncias, porém as amostras
apresentaram baixa cobertura (cobertura média de 315 vezes). Realizou-se,
entdo, nova corrida de sequenciamento, mas o resultado foi semelhante, o
que indicou que o DNA nao apresentou qualidade suficiente para o
sequenciamento, tampouco para a analise dos genes do painel.

Mesmo com baixa cobertura, em uma analise visual foram avaliadas
as sequéncias dos genes CTNNB1 (outras regides além do éxon 3) e APC.
Em uma das amostras (Desm 52T), foi encontrada uma delegdo de cinco
bases no gene APC (c.7698 7702delAACTG, p.Thr2567Lysfs*14), com
cobertura da regido de 1.027 vezes, e frequéncia alélica de 81%. No

entanto, ndo foi possivel realizar nenhuma analise mais profunda nos
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demais genes do painel, visto que a cobertura baixa em amostras
emblocadas em parafina tornaria a confiabilidade das variantes selecionadas
baixa, com maior possibilidade de serem artefatuais resultados de erros de

sequenciamento.

4.6 ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE RECIDIVA LOCAL

Para essa analise, foram estudados todos os pacientes que
apresentavam o tempo decorrido da data da primeira cirurgia, seja ela
realizada em nossa instituicdo, seja em outro centro, até o evento recidiva
local. Neste presente estudo, ndo se observou influéncia da margem no
evento recidiva e, portanto, ndo houve segregacao dos pacientes que
apresentavam algum comprometimento de margem das analises de
sobrevivéncia. Todavia, para fins de confirmagao da associagao do tipo de
mutagcdo com o evento recidiva, realizou-se, também, uma analise
considerando apenas aqueles pacientes cujo status de margem cirurgica
era livre de comprometimento.

A taxa de sobrevida livre de recidiva (SLR) foi, entdo, determinada
para 102 pacientes, uma vez que, em cinco deles, ndo foi possivel
determinar o tempo exato entre a cirurgia e a recorréncia local. Sendo
assim, constatou-se uma SLR de 74,5% em 2 anos, de 65,1% em 5 anos,
de 63,7% em 10 anos e de 59,5% em 20 anos. Logo, a probabilidade de se
ter uma recidiva em até 2, 5 10 e 20 anos seria de 25,5%, 34,9%, 36,3% e

40,5%, respectivamente (Figura 6 e Tabela 10).
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Figura 6 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva (SLR) para 102

pacientes portadores de tumor desmoide esporadico submetidos a

tratamento cirurgico.

Tabela 10 - Sobrevida livre de recidiva em 2, 5 10 e 20 anos com seu

respectivo erro padrao.

Tempo Estimativa de sobrevida livre Erro padréo
de recidiva
24 meses 0,745 0,043
60 meses 0,651 0,048
120 meses 0,637 0,049
240 meses 0,595 0,061

Foram analisadas também quais das

variaveis,

entre

clinicas/demograficas e moleculares, influenciaram na sobrevida livre de

recidiva. As variaveis género, idade estratificada (menor que 25 anos, entre

25 e 50 anos e maior que 50 anos), topografia 1 (abdominal versus n&o

abdominal), bidpsia prévia, tipo de cirurgia, numero de alteragdes

moleculares e tipo de mutagdo (sem mutagdo versus alguma mutacao)

foram submetidas a anadlise de sobrevivéncia, por meio das curvas de
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Kaplan-Meier e teste de log-rank, no entanto, ndo apresentaram diferenca
significativa entre as curvas. Sendo assim, optou-se por ndo as anexar ao
corpo deste texto. Todavia, essas variaveis, bem como suas analises, se
encontram descritas na Tabela 11.

As variaveis idade, tamanho do tumor, localizagdo, topografia 2,
numero de cirurgias prévias, tipo de tratamento e tipo de mutagao
associaram-se significativamente com o evento recidiva e foram descritas
uma a uma, assim como suas respectivas curvas de sobrevivéncia e seus
testes de log-rank. O resumo desses dados e seus respectivos valores de
sobrevida em dois, cinco e dez anos esta resumido na Tabela 11.

A variavel frequéncia alélica e margens cirurgicas, apesar de néo ter
sido estatisticamente significante em relagdo ao evento recidiva, também
esta descrita no texto a seguir.

Na Figura 7, ha a estimativa da curva de sobrevivéncia estratificada
pela variavel idade (com a técnica de LAUSEN e SCHUMACHER (1992)
para obtencdo de um ponto de corte). Por meio do teste log-rank (valor p =
0,020), ha indicios de que as curvas de sobrevivéncia ndo sao iguais em
relagdo a variavel idade, e a idade menor ou igual a 31 anos apresentou

uma menor sobrevida livre de recidiva.
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Figura 7 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 102 pacientes
portadores de tumor desmoide, de acordo com a variavel idade (52
pacientes maiores do que o cut-off de 31 e 50 anos com idade igual ou

menor que 31 anos).

Foi avaliado se o tamanho do tumor influenciava na sobrevida livre de
recidiva. Dividiu-se essa variavel em duas categorizagdes para o tamanho
do tumor, sendo elas o tamanho obtido via cut-off (Figura 8) e o tamanho
segundo a classica divisdo de estadiamento para tumores de partes moles
(tumores menores que 5 centimetros, entre 5 e 10 centimetros, maiores que

10 centimetros).



54

7
1
1
1
1
i o
1
L 1
— : D_\_\_\_\_\-
o i o
—— 1
® o
-— (=] 1
m 1
frary 1
i 1
1
1
$c: N |
2 <] =
o
o fe !
o 1
Liv] =] 1
™~ 1
S / !
5 i . :
E "
L ’ 0
1
n < I
1
1
1
1
| =]
1 (=]
1
1
1
1
o i
o |

T
2 10 15

Tamanho do tumor
Figura 8 - Estimativa do ponto de corte para a variavel tamanho do tumor

em relagao a recidiva da doenca.

Por meio da Figura 9, é possivel observar uma divergéncia entre as
duas curvas, sinalizando uma diferenga significativa (p = 0,048) entre elas e
demostrando uma menor sobrevida livre de recidiva nos pacientes com
tumores maiores do que 10 centimetros. O mesmo ocorre quando
comparamos os pacientes com tumores maiores do que 10 centimetros em
relagdo aos pacientes com tumores menores do que 5 centimetros e entre 5

e 10 centimetros, valor p = 0,033.
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Figura 9 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 87 pacientes

portadores de tumor desmoide, de acordo com o tamanho do tumor (71
pacientes com tamanho menor ou igual ao cut-off de 10 centimetros e 16

pacientes com tamanho maior que 10 centimetros).
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Figura 10 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 87 pacientes

portadores de tumor desmoide, de acordo com a variavel tamanho do tumor
“T”, conforme categorizada pelo estadiamento TNM (33 pacientes com
tamanho menor que 5 centimetros; 34, entre 5 e 10 centimetros; e 20, maior

ou igual a 10 centimetros).

As curvas de sobrevida livre de recidiva também se mostraram
estatisticamente diferentes em relacédo a localizagdo. Para tal analise, foi
utilizada a variavel localizacdo subdividida em abdome nao parede
abdominal, parede abdominal, cabega e pescogo, parede toracica/dorso e
extremidades. A Figura 11 mostra a estimativa da curva de sobrevivéncia
estratificada pela variavel localizacdo, bem como o valor p = 0,019

associado ao teste de log-rank.
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Figura 11 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 102 pacientes

portadores de tumor desmoide, de acordo com a localizagao (10 casos, no
abdome nao parede abdominal; 20, na parede abdominal; 15, na

cabeca/pescocgo; 19, na parede toracica/dorso; e 38, nas extremidades).

Ao utilizar a variavel topografia 2 (ndo extremidades versus
extremidades) para a construcdo de curvas de sobrevivéncia livre de
recorréncia também se observou uma clara divergéncia entre as curvas
desses dois grupos com um valor p < 0,001, demostrando, assim, uma pior
SLR do grupo extremidades em relagéo ao grupo nao extremidades (Figura
12).
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Figura 12 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 102 pacientes
portadores de tumor desmoide, de acordo com a variavel topografia 2 (64

nao extremidades e 38 localizados nas extremidades).

A Figura 13 mostra a estimativa da curva de sobrevivéncia
estratificada pela variavel nimero de cirurgias prévias. O calculo do tempo
para a recidiva refere-se a primeira recidiva, caso tenha ocorrido. E a
cirurgia prévia refere-se aos tratamentos realizados previamente a admissao
no A.C.Camargo Cancer Center. Por meio do teste log-rank (valor p <
0,001), temos indicios de que as curvas de sobrevivéncia sado diferentes em
relacdo ao numero de cirurgias prévias, de forma que os pacientes
operados previamente em outro servigo tiveram uma curva de sobrevida

livre de recidiva pior do que os que chegaram intactos a instituigéo.
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Figura 13 - Curva atuarial de sobrevivéncia para 97 pacientes portadores de
tumor desmoide, de acordo com a variavel numero de cirurgias prévias a
admissao (nenhuma cirurgia (n = 65), uma cirurgia (n = 24), duas cirurgias

(n = 6), trés cirurgias (n = 2)).

Em relacédo ao tipo de tratamento, observou-se, na Figura 14, uma
diferenga entre as curvas de sobrevida para o evento recidiva entre os
pacientes submetidos apenas a cirurgia em relagdo aqueles submetidos ao
tratamento cirurgico combinado com quimioterapia, radioterapia ou ambos,
valor p = 0,024, o que confirma uma pior sobrevida dos pacientes,

submetidos apenas ao tratamento cirurgico.
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Figura 14 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 98 pacientes
portadores de tumor desmoide, de acordo com o tipo de tratamento (85
pacientes submetidos apenas a cirurgia e 13 submetidos a cirurgia

combinada com algum outro tratamento).

Analisou-se, também, a influéncia das margens na sobrevida livre de
recidiva e foi observado, pelas curvas de sobrevivéncia, que nao ha
diferengca entre as curvas dos pacientes com margem cirurgica livre e as
daqueles com margem cirurgica comprometida. A Figura 15 demonstra

esses achados e o respectivo valor p = 0,321.
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Figura 15 — Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 93 pacientes,
de acordo com as margens cirurgicas (60 pacientes com margens livres e

33 com margens comprometidas).

4.7 ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE RECIDIVA DE
ACORDO COM AS VARIAVEIS MOLECULARES

Dos 71 pacientes submetidos ao sequenciamento dos codons 41 e
45 do éxon 3 do gene codificante da betacatenina, cinco tinham o tempo,
até a recidiva, indeterminado e foram excluidos dessa analise. Logo, a
analise da sobrevida livre de recidiva, de acordo com o status mutacional foi
realizada para 66 pacientes.

Na Figura 16, evidenciamos a existéncia de uma diferenca
estatisticamente significativa entre as curvas, de acordo com o tipo
especifico de mutagéo (p < 0,0001) e foi possivel perceber que os pacientes

com a mutagao S45F sdo os que apresentam a pior curva de sobrevida.
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Figura 16 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 66 pacientes,

de acordo com o status de mutagdo dos pacientes (10 pacientes sem

mutac&do 29 com mutagdo T41A 15 com S45F, 6 com S45P, 5 com T41A e

S45F e 1 com T41A e S45F).

Sendo assim, objetivando melhor estudar essa diferenca
estabeleceu-se um agrupamento e, em um grupo, foram colocados os
pacientes com mutagcdo S45F e, no outro grupo, os pacientes ndo mutados

e aqueles com mutagdes ndo S45F (caso contrario).
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Figura 17 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 66 pacientes,
de acordo com o tipo de mutagao (15 com mutagdo S45F versus 51 com

outras mutagdes ou nao mutados).

Avaliando essa ultima curva de Kaplan-Meier (Figura 17), observou-
se que as curvas realmente nao sao iguais (p < 0,001). Logo, a sobrevida
livre de recidiva dos pacientes com mutagdo S45F em dois, cinco e dez
anos foi, respectivamente, de 26,7%,13,3% e 13,3%, isto é, muito menor
que a dos demais (caso contrario) 78,4%, 68,1% e 65,4% (Tabela 11).

Entretanto, essas analises foram realizadas para a amostra global, ou
seja, sem segregar 0s pacientes que apresentavam margem cirurgica
comprometida. Entdo, a fim de excluir o fator comprometimento de margem,
foi proposta uma outra analise para as curvas de sobrevida estratificada
pelo tipo de mutacdo e, para esse novo estudo, fez-se uma analise de
sobrevida livre de recidiva para um grupo restrito de 34 pacientes que
apresentavam margens cirurgicas livres, correlacionando com o status
mutacional (Figuras 18 e 19).
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Figura 18 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 34 pacientes,
de acordo com o status de mutagdo dos pacientes (4 sem mutagdo 17 com
mutacao T41A, 8 com mutacdo S45F 2 S45P 2 com T41A e S45F e 1 com
T41A).
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Figura 19 - Curva atuarial de sobrevida livre de recidiva para 34 pacientes,

de acordo com o status de mutagdo, apenas para pacientes com margens
livres.

Ao analisar as curvas de sobrevivéncia anteriormente mencionadas
(Figuras 18 e 19), observou-se, novamente, uma diferenca entre as curvas.
Ou seja, nas duas curvas os pacientes com mutagcdo S45F tém uma
sobrevida livre de recidiva pior que os demais pacientes. E, na ultima curva
(Figura 19), observou-se que essa diferenga ocorre, em ultima analise, entre
o grupo de pacientes com mutacdo S45F em relacdo aos demais (p =
0,001). Como é possivel observar na Tabela 11, a sobrevida livre de
recidiva dos pacientes com mutacdo S45F em dois, cinco e dez anos foi,
respectivamente, de 37,5% 25% e 25%, ou seja, muito menor que a dos
demais (caso contrario) 84,6%, 80,6% e 80,6%.

Realizou-se, ainda, uma analise para verificar se a frequéncia alélica
ou a fragdo de alelo variante (obtida pelo cut-off = 10%) influenciou no

evento recorréncia local. Foram excluidos dez pacientes que nao
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apresentavam mutacdo, e a anadlise final foi feita com 56 pacientes. A
estimativa da curva de sobrevivéncia estratificada pela variavel frequéncia
alélica (Figura 20) estabelece uma tendéncia distinta entre as duas curvas.
Os pacientes com frequéncia alélica maior do que 10% tiveram uma
sobrevida pior do que os pacientes com menos de 10% de frequéncia
alélica. Contudo, o valor p foi de 0,073, muito préoximo da significancia,

porém, ao considerar a significancia de 5%, ele ndo é significativo.

Frequéncia alélica

Sobrevida livre de recidiva
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— =10%
p=0,073 - — =10%
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Figura 20 — Curva de sobrevida livre de recidiva para 56 pacientes, de
acordo com a variavel frequéncia alélica (cut-off) ou fragdo de alelo variante
(16 espécimes com menos de 10% e 40 espécimes com VAF igual ou maior
que 10%).



Tabela 11 - Sobrevida livre de recidiva em até dois, cinco e dez anos, de acordo com as variaveis demograficas, clinicas e

moleculares de pacientes portadores de tumor desmoide.

Variavel Categoria n Recidiva Probabilidade de ndo ocorrer Valor p
recidiva em
2 anos 5 anos 10 anos
Idade >31 anos 52 13 0,865 0,761 0,731 0,02
<31 anos 50 24 0,620 0,539 0,539
Idade <25 35 15 0,657 0,569 0,569 0,603
[25-50) 58 19 0,793 0,704 0,679
[50-75) 9 3 0,778 0,622 0,622
Sexo M 41 19 0,732 0,554 0,521 0,077
F 61 18 0,754 0,718 0,718
Localizacéo Nao extremidades 64 15 0,844 0,777 0,755 <0,001
Extremidades 38 22 0,579 0,442 0,442
Tamanho do tumor <10cm 71 15 0,845 0,800 0,800 0,048
>10cm 16 7 0,625 0,547 0,547
Numero de cirurgias prévias 0 65 12 0,846 0,828 0,828 <0,0001
1 24 16 0,458 0,333 0,333
2 6 6 0,500 0,167 0,167
3 2 2 0,500 0,000 0,000
Biopsia prévia Nao 32 7 0,875 0,780 0,780 0,763
Sim 51 12 0,804 0,780 0,780
Cirurgia Cirurgia combinada 13 1 1 0,917 0,917 0,024
Cirurgia 85 36 0,694 0,593 0,576
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Cont/ Tabela 11

Variavel Categoria n Recidiva Probabilidade de n&o ocorrer Valor p
recidiva em
2 anos 5 anos 10 anos

Tipo de cirurgia Ressecgéo ampliada 88 27 0,784 0,698 0,698 0,794
Amputacao/desarticulacao 1 0 1 1 1
Biopsia excisional 3 1 0,667 0,667 0,667

Margem Livre 60 16 0,783 0,729 0,729 0,321
Comprometidas 33 12 0,727 0,663 0,663

Tipo de mutacéao Sem mutagéo 10 6 0,600 0,450 0,450 <0,0001
41 29 8 0,828 0,720 0,720
41 e 45F 5 2 0,600 0,600 0,600
41 e 45P 1 0 1 1 1
45F 15 13 0,267 0,133 0,133
45P 6 2 1 0,833 0,556

Tipo de mutacéo Sem mutagio 10 6 0,6 0,45 0,45 0,279
Alguma mutacao 56 25 0,679 0,569 0,546

Tipo de mutagéo Caso contrario 51 18 0,784 0,681 0,654 <0,0001
45F 15 13 0,267 0,133 0,133

Tipo de mutag&o margem livre  Caso contrario 26 5 0,846 0,806 0,806 <0,0001
45F 8 6 0,375 0,250 0,250

Frequéncia alélica >10% 40 21 0,625 0,495 0,462 0,073

<=10% 16 4 0,813 0,750 0,750
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4.8 MODELO DE REGRESSAO DE COX SIMPLES

Com o objetivo de avaliar a influéncia de cada variavel independente
na taxa de ocorréncia de recidiva, ajustou-se um modelo de regressédo de
Cox simples para cada variavel independentemente de interesse
(covariavel).

Na Tabela 12, ha as estimativas dos parametros do modelo de
regressao de Cox simples, na qual é possivel observar que as variaveis
independentes significativas sao: idade, tamanho do tumor, localizagao,
topografia 2, numero de cirurgias prévias, tipo de mutacdo (exceto quando
categorizado em sem mutagédo versus alguma mutagdo), tipo de mutacéo

para os pacientes com as margens livres.



Tabela 12 - Estimativas dos parametros do modelo de regressao de Cox simples.

. . . . Risco Relativo IC (95%) para RR
Variavel Categoria Estimativa Erro padréao Valor p
(RR) Inferior Superior
Idade Continua -0,009 0,010 0,991 0,972 1,011 0,390
<=31 anos 0,785 0,345 2,192 1,115 4,308 0,023
Idade
>31 anos Ref
<25 Ref
Idade [25-50) -0,345 0,346 0,708 0,360 1,393 0,317
[50-75) -0,230 0,633 0,794 0,230 2,749 0,716
Sexo Masculino 0,575 0,331 1,778 0,930 3,399 0,082
Raca Branco 0,384 0,633 1,468 0,425 5,072 0,544
Extremidades Ref
Abdome nao parede
-1,212 0,739 0,297 0,070 1,267 0,101
abdominal
Localizacao
Parede abdominal -1,227 0,544 0,293 0,101 0,852 0,024
Cabeca e pescoco -0,916 0,545 0,400 0,137 1,165 0,093
Parede toracica/dorso -1,053 0,497 0,349 0,132 0,924 0,034
Nao extremidades Ref
Topografia 2
Extremidades 1,094 0,336 2,985 1,544 5,771 0,001
Nao abdominal Ref
Topografia 1
Abdominal 0,821 0,446 2,274 0,948 5,453 0,066
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Cont/ Tabela 12

. . . . Risco Relativo IC (95%) para RR
Variavel Categoria Estimativa Erro padréao Valor p
(RR) Inferior Superior
0 Ref
Ndmero de
. . . 1 1,769 0,386 5,865 2,751 12,500 <0,0001
cirurgias prévias
>=2 2,012 0,465 7,477 3,004 18,610 <0,0001
Numero de O Ref
cirurgias prévias >=1 1,840 0,359 6,298 3,114 12,735 <0,0001
Cirurgia combinado Ref
Tipo de tratamento
Cirurgia 1,960 1,014 7,096 0,972 51,820 0,053
Biopsia prévia Sim 0,144 0,477 1,155 0,454 2,939 0,763
Tamanho tumor Continua 0,036 0,035 1,037 0,968 1,111 0,305
<=10 Ref
Tamanho tumor
>10 0,875 0,459 2,399 0,977 5,893 0,056
>=10 Ref
Tamanho tumor <5 -0,777 0,487 0,460 0,177 1,196 0,111
[5-10) -1,331 0,559 0,264 0,088 0,790 0,017
Margem Comprometida 0,376 0,382 1,456 0,689 3,079 0,325
Frequéncia alélica Continua 0,019 0,017 1,019 0,986 1,053 0,257
Frequéncia alélica <=10% Ref
cut-off >10% 0,944 0,546 2,570 0,881 7,502 0,084
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., . . . . Risco Relativo 1C (95%) para RR
Variavel Categoria Estimativa Erro padréo - ) Valor p
(RR) Inferior Superior
<=10% Ref
Frequéncia alélica  (10-20] 1,054 0,585 2,869 0,912 9,029 0,072
>20% 0,836 0,592 2,308 0,723 7,367 0,158
Sem alteragao Ref
. . 41 -1,087 0,542 0,337 0,116 0,976 0,045
Tipo de mutagao
45F 0,753 0,512 2,134 0,783 5,816 0,139
45P -0,953 0,822 0,386 0,077 1,932 0,246
41 Ref
. . Sem alteragéo 1,088 0,542 2,967 1,025 8,586 0,045
Tipo de mutagao
45F 1,845 0,463 6,330 2,553 15,698 <0,0001
45P 0,134 0,793 1,144 0,242 5,413 0,866
45F Ref
. . Sem alteragéo -0,758 0,512 0,469 0,172 1,278 0,139
Tipo de mutagao
41 -1,845 0,463 0,158 0,064 0,392 <0,0001
45P -1,711 0,768 0,181 0,040 0,813 0,026
. - Sem mutagao Ref
Tipo de mutacéo .
Alguma mutagéo -0,488 0,456 0,614 0,251 1,501 0,285
45F ou 45P Ref
Tipo de mutagao Sem mutagéo -0,227 0,491 0,797 0,304 2,086 0,644
41 -1,267 0,415 0,282 0,125 0,635 0,002
41 Ref
Tipo de mutagéo Sem mutagao 1,040 0,518 2,829 1,026 7,803 0,045
45F ou 45P 1,267 0,415 3,551 1,575 8,005 0,002
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» ) ) ) Risco Relativo IC (95%) para RR
Variavel Categoria Estimativa Erro padréao Valor p
(RR) Inferior Superior
Sem mutagéo Ref
Tipo de mutagao 41 -1,040 0,518 0,354 0,128 0,975 0,045
45F ou 45P 0,228 0,491 1,255 0,479 3,287 0,644
. Caso contrario Ref
Tipo de mutacéo
45F 1,487 0,380 4,423 2,100 9,319 <0,0001
Tipo de mutagéo Caso contrario Ref 0.003
Margem livre 45F 1,809 0,616 6,106 1,827 20,410 '
0 Ref
Numero de
. -0,457 0,460 0,633 0,257 1,561 0,321
alteragdo molecular
-0,780 0,818 0,458 0,092 2,276 0,340
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49 MODELOS DE RISCOS PROPORCIONAIS DE COX
MULTIPLO

Para a construgao dos modelos multivariados, foram selecionadas as
variaveis que atingiram niveis de significancia estatistica na analise
univariada ou que fossem de maior interesse no presente estudo. A selegcao
das variaveis para o modelo final foi obtida pelo método de stepwise
(backward), e a significancia estatistica foi determinada para um valor p <
0,05.

Na Tabela 13, foram apresentadas as estimativas dos parametros do
modelo de riscos proporcionais de Cox multiplo, fazendo uso apenas das
variaveis demografica e clinicas. As variaveis independentes consideradas
no modelo inicial foram: idade (cut-off), topografia 2, numero de cirurgias
prévias e tamanho do tumor. Nesse cenario, o n valido é 82, sendo 21

pacientes recidivados.

Tabela 13 - Estimativas dos parametros do modelo de regressédo de Cox
multiplo.

Variavel Categoria Estimativa Erro Risco IC (95%) para RR Valor p

padrdo Relativo Inferior Superior

(RR)

Topografia2 Néo Ref

extremidades

Extremidades 1,895 0,523 6,652 2,388 18,531 <0,0001
Nimero de O Ref
cirurgias >1 1,415 0,481 4,115 1,604 10,556 0,003
prévias
Tamanho do <10 Ref
tumor >10 1,293 0,505 3,643 1,353 9,812 0,011

*Variaveis independentes consideradas no modelo: idade (cut-off), topografia 2, nimero de

cirurgias prévias e tamanho do tumor.
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Sendo assim, identificamos trés fatores cuja associacdo com o
prognoéstico de sobrevida livre de recidiva foi estatisticamente negativo e foi
construida uma curva de Kaplan-Meier em que ficou evidenciado o pior
progndstico dos pacientes, conforme esses fatores foram agregados (Figura
21).

Fatores

1.0

o

0.6
|

Sobrevida livre de recidiva
0.4

— 0O ou 1 fator

== 2o0u3Fatores

I T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo até recidiva (meses)

p<0,0001

0.0
[

Figura 21 - Curva de sobrevida livre de recidiva estimada via Kaplan-Meier

em relagao a variavel numero de fatores de pior progndstico.

Desenvolveu-se, entdo, um modelo preditivo para o risco de recidiva
local apds o tratamento cirurgico e, na Tabela 14, as estimativas dos
parametros do modelo de riscos proporcionais de Cox simples,
considerando como variavel independente numero de fatores de pior
prognostico (0 a 3 fatores de pior progndstico). Os pacientes com dois ou
trés fatores tém um risco relativo (RR) igual a 5,97; IC [2,46 — 14,49] quando

comparados aos pacientes com zero ou um fator.
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Tabela 14 - Estimativas dos parametros do modelo de regressao de Cox
simples.

Variavel Categoria Estimativa Erro Risco IC (95%) para RR Valor p

padrdo Relativo Inferior Superior
(RR)

NUmero Oou1 Ref

de fatores 2o0u3 1,788 0,452 5,975 2,463 14,490 <0,0001

Ja na Tabela 15 demonstrou-se um modelo de Cox multiplo,
considerando variaveis clinicas e moleculares (topografia 2, frequéncia
alélica e tipo de mutagao). Nessa configuragédo, o n valido é 56, sendo 25
pacientes recidivados, e as variaveis com significancia estatistica foram
topografia 2 (extremidades versus n&do extremidades) e tipo de mutacdo

(mutacédo S45F versus caso contrario).

Tabela 15 - Estimativas dos parametros do modelo de regressdo de Cox

multiplo.
Risco IC (95%) para RR
s . . . Erro .
Variavel Categoria Estimativa ~_ Relativo . . Valor p
padrédo Inferior Superior
(RR)
Nao
Topografia 2 extremidades Ref
Extremidades 1,148 0,431 3,151 1,354 7,336 0,008
Tipo de Caso“ Ref
mutagao contrario
45F 1,659 0,428 5,257 2,273 12,156 <0,0001

*Variaveis independentes consideradas no modelo: localizagado, frequéncia alélica (cut-off)
e tipo de mutacgao.

Por esse modelo, compreende-se que o risco de desenvolver uma
recidiva local apés uma cirurgia é de 3,15 vezes maior nos pacientes com
lesbes nas extremidades, quando comparados com 0S que apresentam
lesdo em outro lugar do corpo. Ha um risco 5,25 vezes maior nos pacientes
com mutacdo S45F quando comparados com os demais tipos de mutacao

ou com os pacientes sem qualquer mutacao detectada.
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Figura 22 - Curva de sobrevida estimada via Kaplan-Meier em relagao a

variavel numero de fatores de pior progndstico.

Na Figura 22, demonstrou-se uma diferenca entre as curvas de
sobrevida livre de recidiva dos pacientes sem fatores de pior progndstico em
relacdo aqueles com um fator ou dois fatores. Dessa forma, propusemos um
modelo para avaliar o risco de desenvolvimento de recidiva local apds o
tratamento cirurgico dos tumores desmoides, com base em fatores clinicos e

moleculares.

Tabela 16 - Estimativas dos parametros do modelo de regressdo de Cox
simples.

Risco IC (95%) para RR

_ _ ) ) Erro ) Valor
Variavel Categoria Estimativa _ Relativo
padrdo Inferior Superior p
(RR)
Ref
Numero de fatores
10u?2 2,125 0,550 8,369 2,847 24,600 0,0001

Por fim, pode-se observar, na Tabela 16, que o risco de os pacientes com
um ou dois fatores de pior progndéstico apresentarem recorréncia local apos
a cirurgia € 8,36 vezes maior do que aqueles sem qualquer fator (IC [2,87 —
24.6]; p = 0,0001).
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5 DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS GERAIS

Os tumores desmoides sao raros, com incidéncia de 2,1 a 5,36 casos
por milhdo de habitantes segundo VAN BROEKHOVEN et al. (2015a). Em
nosso centro, foram avaliados/tratados 214 pacientes durante 35 anos
(média de seis casos por ano). Esses tumores apresentam comportamento
clinico heterogéneo (GOLDBLUM e FLETCHER 2002) e vém sendo
tratados com diversas modalidades terapéuticas que ainda ndo estdo muito
bem padronizadas, com resultados incertos, muitas vezes nao satisfatérios
e com altos indices de recorréncia apos o tratamento (PAPAGELOPOULOS
et al. 2006; BONVALOT et al. 2008; SALAS et al. 2011).

Se associarmos esses fatores ao desconhecimento exato da origem
da célula tumoral, as lesdes precursoras nao descritas e a uma substancial
falta de conhecimento ainda existente sobre os potenciais fatores de risco
dessa doenga (GRONCHI et al. 2013), é possivel considerar esse contexto
patolégico enigmatico e uma fonte muito extensa para investigagao clinica e
molecular.

Muitos estudos publicados analisaram um numero relativamente
pequeno de casos, principalmente quando sao realizados com os dados de
uma unica instituicdo de saude. Atualmente, observou-se a formacgao de
grupos cooperativos multi-institucionais para o estudo e o tratamento dessa
doenga e, gragas a esses consorcios, houve séries com casuisticas mais
robustas, permitindo estudos mais elaborados.

O presente estudo objetivou: (i) reunir a casuistica de tumores
desmoides de um unico centro brasileiro especializado no diagnostico e
tratamento de neoplasias; (ii) levantar dados demograficos, epidemiologicos
e clinicos; (iii) avaliar a presenca e frequéncia de mutagdo nos cédons 41 e
45 do éxon 3 do gene CTNNB1, utilizando sequenciamento de segunda

geracao; e (iv) comparar os achados clinicos e moleculares, buscando
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fatores que possam auxiliar na decisao terapéutica e/ou indicar um melhor
ou pior progndstico da doenca.

Apesar de este estudo ter sido realizado em uma unica instituigéo,
apresentou-se uma casuistica relevante, partindo de 169 pacientes com
tumores desmoides, com um baixo numero de pacientes perdidos de vista
(7,5%) ao longo do tempo e com um tempo médio de seguimento bastante
longo (134 meses). CRAGO et al. (2013) seguiram seus 495 pacientes por
60 meses; SALAS et al. (2011), com 370 pacientes, tiveram um seguimento
de 52 meses; ZENG et al. (2014) seguiram seus 233 pacientes por 54
meses; HE et al. (2015) seguiram seus 114 pacientes por 72,5 meses; e
COLOMBO et al. (2015), com uma série de 94 pacientes, apresentaram um
tempo de seguimento de 76 meses. Quando se comparou o seguimento
deste estudo com as grandes séries da literatura, foi possivel perceber que
0 seguimento médio foi bem maior do que a maioria dos trabalhos, podendo
chegar, as vezes, ao dobro do tempo médio de seguimento dessas outras
séries.

A taxa global de sobrevida livre de recidiva (SLR) de nossos
pacientes foi de 74,5%, em 2 anos; de 65,1%, em 5 anos; de 63,7%, em 10
anos; e de 59,5%, em 20 anos. Logo, a probabilidade de se ter uma recidiva
em até 2, 5 10 e 20 anos seria de 25,5%, 34,9%, 36,3% e 40,5%
respectivamente, e esses dados sdao semelhantes aos encontrados na
literatura (KOTILIGAM et al. 2008; CRAGO et al. 2013; HE et al. 2015).

5.2 ASPECTOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

As caracteristicas demograficas e clinicas foram colhidas e avaliadas
em toda populacdo de pacientes com tumores desmoides esporadicos do
A.C.Camargo Cancer Center, de 1980 a 2015, que cumpriram os critérios
de inclusédo e ndo possuiam critério de exclusao (107 pacientes).

Ressaltamos que, no presente estudo, a principio, foram excluidos os
pacientes com polipose adenomatosa familiar (FAP), pois esses individuos

apresentam lesdes com caracteristicas clinicas e moleculares especificas, e
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seu prognostico é significativamente diferente do de pacientes com tumores
desmoides esporadicos.

Muitos grupos de estudo vém procurando fatores clinicos que
possam ser preditores de recorréncia apdés a ressecgado cirurgica
(GRONCHI et al. 2003; BONVALOT et al. 2008; LAZAR et al. 2008; SALAS
et al. 2011; MULLEN et al. 2012; PENG et al. 2012; CRAGO et al. 2013;
HUANG et al. 2014; ZENG et al. 2014; CATES e STRICKER 2014;
COLOMBO et al. 2015; HE et al. 2015). Alguns fatores tém se mostrado
constantes em predizer risco aumentado para recorréncia; outros ndo sao
tdo constantes, o que determina uma controvérsia ainda distante de ser
resolvida.

O género feminino tem se mostrado o mais acometido por tumores
desmoides. CRAGO et al. (2013) demonstraram, em um estudo coorte de
495 pacientes, uma razao de duas mulheres para cada homem acometido.
Neste presente estudo, evidenciou-se uma razédo de 1,43 mulher para cada
homem (63 mulheres/44 homens).

O género nao se apresentou como um fator de pior progndstico neste
estudo, assim como foi observado na literatura (GRONCHI et al. 2003;
SALAS et al. 2011; CRAGO et al. 2013).

A variavel idade demonstrou ser um fator de prognéstico negativo em
diversos estudos (SALAS et al. 2011; SORENSEN et al. 2002; CRAGO et
al. 2013; HE et al. 2015). Neste estudo, evidenciou-se que a idade, quando
observada de forma continua, ndo representava um risco elevado para
recorréncia local. Todavia, quando se realizou tal analise, observando o
ponto de corte de 31 anos, foi encontrado um ponto de inflexdo para a idade
que demonstra uma significativa diferenca entre os grupos (> 31 anos e <=
31 anos). Os pacientes com idade igual ou menor do que 31 anos tém uma
probabilidade de sobrevida livre de recidiva em dois, cinco e dez anos de
até 62%, 53,9% e 53,9%, respectivamente, enquanto os pacientes com
mais de 31 anos tém 86,5%, 76,1% e 73,1%, respectivamente (p = 0,02) e,
pelo modelo de regress&o de Cox univariado, foram encontrados um risco

relativo de 2,19 (IC [1,11 — 4,30] e um valor p = 0,023), ou seja, pacientes
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com idade menor ou igual a 31 anos apresentam um risco duas vezes maior
de apresentar uma recidiva do que os pacientes com idade maior do que 31
anos.

Os trabalhos de ROCK et al. (1984), SORENSEN et al. (2002) e
SALAS et al. (2011) identificaram a idade como fator prognéstico negativo
em uma analise univariavel para os pacientes com idades menores do que
30, 31 e 37 anos, respectivamente. SORENSEN et al. (2002), SALAS et al.
(2011) e CRAGO et al. (2013) demonstraram que a idade menor do que 32,
37 e 26 anos também era um fator de pior prognéstico para recidiva quando
realizada a analise multivariada. Ja no modelo multivariado deste presente
estudo, a idade n&o apresentou significancia estatistica para ser
considerada um fator independente de pior prognadstico.

O tamanho da tumoracdo tem sido bastante investigado como
preditor de recidiva. Varios autores ja demonstraram que o tamanho esta
associado a um maior risco de recorréncia local, porém, o tamanho de maior
risco ainda é discutivel. Neste estudo, percebeu-se que os pacientes com
tumores maiores do que 10 centimetros tém uma probabilidade de
apresentar uma recidiva aos cinco anos de seguimento de até 45,3%,
enquanto os pacientes com tamanho menor ou igual a 10 centimetros tém
uma probabilidade de 20% (p = 0,048). Ja o modelo de Cox simples
demostrou um risco 2,39 vezes maior de um paciente com tumor maior do
que 10 centimetros desenvolver recidiva quando comparado aos pacientes
cujo tamanho da tumoragao é igual ou menor do que 10 centimetros (IC
[0,97 — 5,89]; p = 0,05). E, quando se olha para a subdivisdo classica quanto
ao tamanho dos tumores de partes moles (< 5 centimetros; entre 5 e 10
centimetros; >= 10 centimetros), verifica-se uma redugdo do risco para
desenvolver recorréncia local da ordem de 73,6% dos pacientes cuja
tumoracéo esta entre 5 e 10 centimetros quando comparado aqueles com
tamanho maior do que 10 centimetros (IC [0,08 — 0,79]; p = 0,017).

Em 2011, SALAS et al. descreveram o tamanho do tumor como um
fator independente de pior prognostico em seus mais de 300 casos de

tumores desmoides. Esses autores demonstraram que pacientes com
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tumores maiores do que 7 centimetros tinham maior risco de recidiva local.
Ha descricbes ainda de séries de casos, como os 211 casos de PENG et al.
(2012) e os 114 casos de HE et al. (2015) com resultados semelhantes,
evidenciando o pior progndstico para os pacientes com tumores medindo
acima de 7 e 8 centimetros, respectivamente. Deve-se citar, também, o
artigo de CRAGO et al. (2013) com 495 casos, demonstrando evidéncias,
em uma analise multivariada, de que pacientes com tumores maiores do
que 10 centimetros apresentam indices piores de sobrevida livre de
recorréncia. Tal como esse ultimo autor, neste estudo os dados extraidos
dos modelos de Cox multivariados (Tabela 13) demostraram também um
risco maior para recorréncia local para pacientes com tumores maiores do
que 10 centimetros em relagdo aos demais, risco relativo de 3,64 (IC [1,35 —
9,81]; p = 0,01), o que possibilita o entendimento de que o tamanho do
tumor ao diagndstico pode realmente ser um fator independente de pior
progndstico para a recidiva local apos o tratamento cirurgico.

A localizagéo também tem sido avaliada por varios autores como um
fator clinico preditor de recidiva local, porém essa variavel aparece nos
artigos categorizada de forma nao padronizada, o que torna mais dificil e
menos preciso a avaliagdo da localizagdo como fator prognostico. Todavia,
foram analisados os artigos de sete importantes séries da literatura
(BONVALOT et al. 2008; SALAS et al. 2011; PENG et al. 2012; CRAGO et
al. 2013; ZENG et al. 2014; CATES e STRICKER 2014; HE et al. 2015) e
neles foi evidenciada uma diferenca na sobrevida livre de recidiva, levando
em consideracao a localizacéo, tal como se observou nos resultados deste
estudo.

SALAS et al. (2011) e PENG et al. (2012) subdividiram os pacientes
em grupos com lesbes abdominais e extra-abdominais e observaram uma
pior sobrevida naqueles pacientes com lesdes extra-abdominais. Esse
resultado ndo foi observado na série deste presente estudo. Contudo,
quando o0s pacientes foram categorizados em cinco subgrupos
(extremidades, abdome nao parede abdominal, parede abdominal,

cabeca/pescog¢o e parede toracica/dorso), observou-se uma redugdo do
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risco de recorréncia local da ordem de 70,7% para os pacientes com lesdes
na parede abdominal e de 65,1% para os pacientes com lesdes na parede
toracica/dorso quando comparados aos casos com lesbées nas
extremidades, p = 0,024 e p = 0,034, respectivamente. BONVALOT et al.
em 2008, demostraram tanto em sua analise univariada quanto na
multivariada um pior progndéstico dos pacientes com lesées nos membros.
CRAGO et al. (2013) observaram uma melhor sobrevida livre de recidiva
nos pacientes cujas lesbes se localizavam na parede abdominal, assim
como a pior sobrevida era daqueles cujas lesbes estavam nas
extremidades. Com base nesses achados, optou-se também por subdividir
os casos deste estudo em pacientes com lesdes nas extremidades (cinturas
e membros) e pacientes com lesdes em outros sitios (ndo extremidades).
Dessa forma, evidenciou-se uma pior sobrevida livre de recidiva nos
pacientes cujas lesbes se localizavam nas extremidades (SLR em dois,
cinco e dez anos de até 57,9%, 44,2% e 44,2%) quando comparados com
os pacientes com lesbes em outros sitios (SLR em dois, cinco e dez anos
de 84,4%, 77,7% e 75,5%; p < 0,001). Observou-se, também, pelo modelo
de regressao univariada, que o risco de um paciente com uma tumoragao
em alguma regido considerada extremidade ter uma recidiva é quase trés
vezes maior do que aqueles ndo extremidades (RR =2,89; IC [1,54 — 5,71];
p = 0,001). E, ao se analisar o modelo de Cox multivariado, utilizando
variaveis demograficas e clinicas propostas neste estudo na Tabela 13,
demonstrou-se que a variavel localizacdo é independente para predizer
risco de aumento para desenvolver recidiva local, pois os pacientes com
lesdes nas extremidades apresentaram um RR de 6,65 (IC [2,38 — 18,53]; p
< 0,0001).

Muitos trabalhos também analisaram se o tipo de tratamento teria
influéncia na sobrevida livre de recidiva. Todos os pacientes deste presente
estudo foram tratados com cirurgia. A maioria foi submetida, apenas, a
resseccao ampliada e alguns foram submetidos a ressecgdao ampliada
combinada com quimioterapia, radioterapia ou ambas as modalidades.

Nenhum dos pacientes submetidos a terapia combinada apresentou recidiva
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local nos dois primeiros anos, enquanto 30,6% dos pacientes submetidos
apenas ao tratamento cirurgico estavam recidivados ao final de dois anos de
seguimento. No seguimento de cinco e dez anos, a probabilidade de ter um
recidiva foi de 8,3% nos pacientes tratados com terapia combinada e de
40,7% e 42,4% (p = 0,024), respectivamente, para os tratados apenas com
cirurgia.

No modelo de regressdo univariada deste estudo, houve uma
tendéncia a um melhor prognostico do grupo tratado com terapia
combinada, pois o grupo tratado apenas com cirurgia teve um risco sete
vezes maior de ter uma recidiva em comparagdo com 0s casos tratados
com terapia combinada (IC [0,97 — 51,82]; p = 0,05). Esse assunto é
bastante controverso na literatura, BONVALOT et al. (2008), HUANG et al.
(2014), CATES e STRICKER (2014) e HE et al. (2015) ndo observaram em
suas séries uma maior sobrevida livre de recidiva dos pacientes submetidos
a radioterapia adjuvante quando comparados aqueles submetidos apenas a
cirurgia. NUYTENS (2000) realizou um estudo retrospectivo, analisando 22
artigos, e concluiu que a radioterapia associada a cirurgia permitiria um
controle local em 78% dos pacientes, enquanto a cirurgia exclusiva
demostrou um controle em 62% dos casos. Assim como BERRI et al.
(2011), entendeu-se que a radioterapia é efetiva no controle local dos
desmoides e, quando a resseccido adequada ndo mutilante ndo é possivel,
a radioterapia associada pode ser consideravelmente efetiva em pacientes
selecionados.

Ainda analisando o tratamento dos pacientes com tumores
desmoides, observou-se um numero razoavel de pacientes operados
inicialmente em outras instituicbes. Acreditamos que, por ser um centro de
referéncia em tratamento oncoldgico, muitos dos pacientes deste estudo
ndo chegam intactos ao nosso servigo e, ao se investigar como seria a
evolugcao dos pacientes operados previamente em outro servigo, percebeu-
se neles uma sobrevida livre de recidiva pior do que os que chegaram
intactos a instituicdo, conforme demostrado na Tabela 11. Ajustou-se, entao,

um modelo de Cox simples para essa variavel e observou-se que 0s
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pacientes que foram submetidos a um ou a mais procedimentos cirurgicos
em outros servigos apresentaram um risco 6,29 vezes maior de ter uma
recidiva quando comparados aos pacientes sem abordagem cirurgica prévia
(IC [3,11 = 12,73]; p < 0,0001). No modelo de Cox multivariado (Tabela 13),
evidenciou-se um risco 4,11 vezes maior de desenvolver recidiva local nos
pacientes com um ou mais procedimentos cirurgicos prévios quando
comparados com os nao operados (IC [1,60 —10,55]; p = 0,003). Dessa
forma, pode-se inferir que os pacientes operados previamente tém algum
fator relacionado ao primeiro procedimento que muito influenciou na
persisténcia ou recidiva da doencga. Entretanto, ndo temos como saber se
esse fato se deve a uma cirurgia inadequada ou a uma contaminagédo do
leito cirurgico ou até mesmo ao proprio trauma cirurgico.

Por fim, analisou-se a importdncia das margens cirurgicas
influenciando na recorréncia e em sua associagdo a sobrevida livre de
recidiva. Parece oObvio afirmar que o comprometimento de uma margem
cirurgica esta associado a uma pior sobrevida livre de recorréncia. Todavia,
existe uma significante controvérsia na literatura sobre esse assunto (HE et
al. 2015). Dois estudos realizados com um grande numero de casos
evidenciaram diferentes resultados. ZENG et al. (2014) estudaram 233
casos de tumores desmoides e concordaram que a ressec¢ao com margem
cirurgica microscopicamente comprometida estava associada a uma pior
sobrevida livre de recorréncia. No entanto, no estudo realizado por CRAGO
et al. (2013), estudo este com maior numero de casos com tumores
desmoides, ndo houve associacdo do comprometimento das margens a
uma pior sobrevida livre de recorréncia, tanto na analise univariavel como
na multivariavel.

Neste presente estudo, as margens cirurgicas estavam livres de
comprometimento em 44 casos né&o recidivados e em 18 casos recidivados
e estavam comprometidas em 21 casos nao recidivados e 12 recidivados (p
= 0,617). A analise de log-rank (p = 0,321) para as curvas de sobrevivéncia

relacionadas as margens cirurgicas, bem como para o modelo de Cox
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simples (p = 0,325), permite afirmar que nado ha indicios de influéncia das
margens cirurgicas no evento recidiva.

Em 2014, CATES e STRICKER observaram que algumas das
margens cirurgicas consideradas livres, porém préximas, s&do na verdade,
margens comprometidas, e as amostras inadequadas de margens cirurgicas
enviadas aos patologistas sdo o verdadeiro fator de a variavel margem
cirurgica nao ser capaz de predizer o risco de recorréncia local em muitos
estudos.

O estudo publicado em 2015 por HE et al. agrupou os pacientes com
margem macro e microscopicamente comprometidas de um lado e os
pacientes com margens livres do outro lado. Esse estudo demonstrou que
as margens comprometidas sao fatores preditores de recidiva local (RR =
2,64; p = 0,027) e, em sua discussao sobre as margens, concluiu que ha
dificuldade em alcangar uma margem adequada durante a cirurgia de
resseccdo dos tumores desmoides. Igualmente, neste presente estudo
entende-se que de fato é muito dificil conseguir uma margem cirurgica
adequada nos tumores desmoides e mais dificil ainda talvez seja saber se

microscopicamente elas estdo adequadas.
5.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR

O presente estudo analisou amostras de DNA de 77 pacientes
portadores de tumores desmoides esporadicos, € o sequenciamento de
segunda geracao foi concluido com sucesso em 71 amostras.

As mutagdes nos codons 41 e 45 no éxon 3 do gene codificante da
betacatenina foram estudadas pelo método de Sanger por varios autores
(AMARY et al. 2007; LAZAR et al. 2008; MULLEN et al. 2013; COLOMBO et
al. 2013). Todavia, poucos estudos dessas mutagbes foram feitos por
sequenciamento de proxima geragao (NGS).

Essa nova metodologia (NGS) para sequenciamento esta sendo cada
vez mais utilizada para apoiar o diagnostico histolégico dos tecidos,

apresentando maior sensibilidade para detectar mutagdes em baixa
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frequéncia em tumores solidos do que os demais métodos de
sequenciamento. A analise mutacional direcionada usando tecidos fixados
em formalina e embebidos em parafina € extremamente desafiadora em
razao da baixa qualidade de DNA e, nesse cenario, o NGS tem um
excelente desempenho. Além disso, € um meio eficiente para auxiliar o
diagndstico microscopico (YOST et al. 2012; SALTO-TELLEZ e GONZALEZ
DE CASTRO 2014).

O NGS tem ainda o beneficio adicional de detectar mudltiplas
mutacbes em genes de interesse particular em um unico teste, o que
também o torna eficaz na pratica clinica, por conta de seu adequado tempo
de execugdo e seu bom custo—eficacia (DESAI e JERE 2012; KATSANIS e
KATSANIS 2013). Em razdo da alta incidéncia de mutagbes no gene
CTNNB1 verificadas nos tumores desmoides, essa tecnologia ¢ ideal para o
desenvolvimento de testes diagndsticos (LE GUELLEC et al. 2012).

Em uma publicacdo de 2015, AITKEN et al. demonstraram os
resultados de seu estudo ao comparar o sequenciamento classico ao
sequenciamento de proxima geracdo (NGS) em espécimes de tumores
desmoides. Seus dados demonstram uma maior sensibilidade do NGS em
relagdo aos métodos precursores e uma especificidade de 100%.

A prevaléncia de mutagcdo no gene CTNNB1 nos tumores desmoides
esporadicos apresenta uma ampla variabilidade na literatura. Nos estudos
mais antigos como o publicado por MIYOSHI et al. em 1998, observou-se
alguma mutacdo em 54% dos espécimes. TEJPAR et al. em 1999,
apresentaram resultados semelhantes (52%). Em 2007, AMARY et al.
observaram mutagdées em 76% de seus espécimes. LAZAR et al. em 2008,
demonstraram uma prevaléncia de mutagcdo em 85% de seus espécimes.
Em 2013, MULLEN et al. reportaram mutagbes em 73% dos tumores
estudados. BROEKHOVEM et al. em 2015, encontraram uma prevaléncia
de 76%. Com o aumento da sensibilidade do sequenciamento de segunda
geracao, a prevaléncia dessas mutagdes tende a aumentar. O estudo
apresentado por AITKEN et al. (2015) evidenciou mutagdes em

aproximadamente 92% dos espécimes. Neste presente estudo, detectamos
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85,9% de espécimes com alguma mutagado nos coédons 41, 45 ou em ambos
(41 e 45) no éxon 3 do gene CTNNB1 10 espécimes (14,1%) néao
apresentavam qualquer mutacao nesses coédons.

Assim, observa-se que os dados deste estudo sobre a prevaléncia
estdo muito préximos dos resultados mais recentemente encontrados na
literatura. No entanto, espera-se encontrar uma prevaléncia mais parecida
com a apresentada por AITKEN et al. (2015), visto que o método de
deteccdo usado se assemelha muito ao desse grupo. Questionou-se se
algum viés poderia ter ocorrido em nosso método, porém, apds uma revisao
das analises, ndo foram encontrados erros de metodologia. Uma das
possiveis explicagbes para 0os casos negativos é a ocorréncia de mutagdes
em outras localizacbes do éxon 3. Nesse sentido, LE GUELLEC et al.
(2012) e AITKEN et al. (2015) demonstraram alguns poucos espécimes com
mutag¢des em outros cdédons da betacatenina, por exemplo, nos codons 34 e
37. Entretanto, ainda observaram um grupo sem mutagdes evidentes. Neste
presente estudo, como a regido avaliada do gene CTNNB1 compreendeu 0s
cdédons 26 ao 68, regiao em que estdo descritas as demais mutagdes ja
relatadas em tumores desmoides, € possivel ter outras mutagcbes em
cbédons distintos que precisam ser avaliadas. Uma segunda explicagéo seria
a ocorréncia de mutagbes no gene APC em alguns desses desmoides
clinicamente considerados ndo FAP, ou seja, tumores esporadicos. CRAGO
et al. (2015) identificaram dois pacientes com mutacdo no gene APC entre
0s seus oito pacientes considerados inicialmente selvagens, e ambos
também apresentaram a perda do numero de copias em um trecho do
cromossomo 5 que engloba APC, sugerindo um segundo hit que contribui
para o desenvolvimento desses tumores. Ainda, poderiam existir outros
genes associados ou ndao a via de sinalizagdo Wnt com mutagdes
associadas ao desenvolvimento de tumores desmoides. CRAGO et al.
(2015) também evidenciaram um caso de mutagdo no gene BMI1 (gene
ativador da sinalizacdo de Wnt). Em dois espécimes, nenhuma mutagéo nos
genes que regulam a sinalizagdo de Wnt (CTNNB1, APC ou BMI1) foi

encontrada, mas essa analise demonstrou a perda do cromossomo 6.
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Com relagdo aos tipos de mutagcdo encontrados, observa-se a
presenca de trés mutagcdes em dois cddons (41 e 45) no éxon 3 do gene
codificante da betacatenina. Noventa por cento dos casos (55 de 61)
apresentavam somente uma mutag¢ao (codon 41 ou codon 45) e 10% (6 de
61) apresentavam duas mutagdes, sendo elas no cédon 41 (T41A) e no 45
(S45F ou S45P).

A mutagéo no cédon 41 (p.Thr41Ala - T41A) ocorreu em 33 pacientes
(46,5%). Em 16 pacientes (22,5%), ocorreu a mutagao p.Ser45Phe (S45F
ou 45F) e, em 6 (8,5%), a mutacdo p.Serd45Pro (S45P ou 45P). Em cinco
pacientes (7%), houve as mutagbes T41A e S45F e, em apenas um caso
(1,4%), ocorreu a mutagao T41A e S45P.

A mutagdo mais comumente descrita na literatura foi a p.Thr41Ala
(T41A), acometendo aproximadamente 50%, seguida da mutagéo
p.Ser4d5Phe (S45F) com cerca de 30% dos espécimes estudados (LAZAR et
al. 2008; DOMONT et al. 2010; MULLEN et al. 2013; COLOMBO et al. 2013;
VAN BROEKHOVEN et al. 2015b; AITKEN et al. 2015).

Na série deste presente estudo, a mutacdo mais frequente foi a
T41A, ocorrendo em 46,5%. LAZAR et al. em 2008, observaram a mutacao
T41A em 51% de seus casos, MULLEN et al. (2013), VAN BROEKHOVEN
et al. (2015b) e AITKEN et al. (2015) relataram a mutacédo T41A em 46%,
48,5% e 47,2% dos casos, respectivamente. Dessa forma, entendemos que
o dado do presente estudo esta condizente com a literatura.

Segundo LAZAR et al. (2008), a mutacdo S45F ocorreu em 28% de
suas amostras, ja nos estudos de MULLEN et al. (2013), VAN
BROEKHOVEN et al. (2015b) e AITKEN et al. (2015), a mutagdo S45F
ocorreu em 25% 17,82% e 35,41% dos casos, respectivamente. Observou-
se, neste presente estudo, a ocorréncia da mutagcdo S45F em 22,5% das
amostras, ou seja, tal valor esta dentro do intervalo de valores encontrados
na literatura (17% a 35%).

A mutagao S45P ocorreu em 7% dos casos no grupo de LAZAR et al.
(2008); em 3,94%, no grupo de VAN BROEKHOVEN et al. (2015b); em
1,7%, no grupo de MULLEN et al. (2013); e, em 2,08%, nos casos de
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AITKEN et al. (2015). Neste estudo, evidencia-se a presenca da mutacgao
S45P em 8,5% das amostras, valor muito préximo ao encontrado por
LAZAR et al. (2008), mas essa ocorréncia chega a ser cerca de duas vezes
maior do que a observada por VAN BROEKHOVEN et al. (2015b) e a ser
quatro vezes maior do que a observada pelos grupos de MULLEN et al.
(2013) e AITKEN et al. (2015).

Observa-se, também, uma dupla mutagdo (T41A associada a S45F
ou S45P) em seis amostras (8,5%). Essa ocorréncia ndo foi descrita por
LAZAR et al. (2008) e apareceu em um caso da série de MULLEN et al.
(2013). Entende-se que tal diferenga possa estar relacionada a diferenca de
meétodo de deteccdo das mutagdes, pois neste presente estudo foi realizado
pelo método NGS e esses outros dois estudos foram realizados pelo
método de Sanger (primeira geracado). Nao foram descritas, nos artigos de
VAN BROEKHOVEN et al. (2015b) e de AITKEN et al. (2015), referéncias
sobre duplas mutagdes, principalmente pelo agrupamento de algumas
ocorréncias menores em um grupo denominado pelos autores de outros.

Ressalta-se que, no presente estudo, a principio, com base nas
caracteristicas clinicas, foram excluidos os pacientes com FAP, pois estes
individuos apresentam lesdes com caracteristicas clinicas e moleculares
especificas, e seu prognéstico é significativamente diferente do de pacientes
com tumores desmoides esporadicos. No entanto, o sequenciamento do
painel de 409 genes, apesar de ter sido de qualidade insuficiente para a
analise de todos os genes, identificou um tumor com uma delegdo no gene
APC classificado como mutagdo patogénica. Como a frequéncia alélica foi
de 81%, néo se pode descartar a possibilidade de ser um tumor desmoide
de um paciente FAP, portador de uma mutagao germinativa.

Analisou-se, ainda, a incidéncia de uma mutagao especifica no gene
CTNNB1 e correlacionou-se com as caracteristicas demograficas (género,
idade e localizagao) e, tal como MULLEN et al. (2013), n&do houve uma
diferencga significativa na distribuicdo das mutagcdes de acordo com essas
variaveis. LAZAR et al. (2008) encontraram uma associagao entre o género

masculino e a mutagdo no gene CTNNB1, enquanto LE GUELLEC et al.
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(2012) e COLOMBO et al. (2013) encontraram uma maior prevaléncia da
mutacdo S45F em pacientes com tumores extra-abdominais.

A frequéncia alélica ou porcentagem de mutagdo no caso estudado
(razdo do numero de leituras da variante de interesse no total de leituras de
bases) ou ainda fragdo de alelo variante (VAF) também foi estudada neste
estudo. A média dos valores da fracdo de alelo variante na amostra global
foi de 16,54% e a mediana de 14,45%. AITKEN et al. (2015) obtiveram uma
média global do VAF de 23,1% em seu estudo de 133 espécimes de
tumores desmoides esporadicos com alguma mutagcéo no gene CTNNB1. O
valor médio da frequéncia alélica, deste presente estudo, € um pouco menor
que o desse autor, mas ainda muito proximo do mesmo, de maneira que
nao é possivel realizar qualquer inferéncia sobre essa diferenca.

Categorizou-se a variavel frequéncia alélica em trés grupos de
acordo com a porcentagem apresentada, ou seja, pacientes com menos de
10%, pacientes com mais de 10% e menos do que 20% e pacientes com
mais de 20% de fragcdo de alelo variante e correlacionou-se com as
variaveis demograficas (género, idade, localizagdo), bem como com os
achados do sequenciamento (tipo de mutacdo) e nao se observou
correlacao da frequéncia alélica com tais variaveis.

Neste presente estudo, também, investigou-se se a frequéncia alélica
(VAF) poderia estar relacionada com a recidiva local. Para essa avaliagao,
foi ajustado um ponto de corte e, entdo, estudou-se o comportamento dos
pacientes com VAF maior versus menor ou igual a 10%. Observou-se, nos
pacientes com frequéncia alélica menor ou igual a 10%, uma sobrevida livre
de recidiva em dois, cinco e dez anos de 81,3%, 75% e 75%,
respectivamente, e, nos pacientes com frequéncia alélica maior do que
10%, uma SLR de 62,5%, 49,5% e 46,5%, respectivamente. Apesar de o
valor p = 0,073 nao ser estatisticamente significante, observou-se uma clara
tendéncia a uma pior sobrevida dos pacientes com frequéncia alélica maior
do que 10%. Essa tendéncia também foi observada no modelo de Cox
univariado com um risco de desenvolver recidiva 2,5 vezes maior nos

pacientes com frequéncia alélica acima de 10% em relagdo aos com VAF
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igual ou abaixo de 10% (IC [0,88 — 7,50]; p = 0,08). Nao foram encontrados
na literatura estudos correlacionando frequéncia alélica com sobrevida ou
prognoéstico dos tumores desmoides, entende-se que esses dados surgem
com o sequenciamento de nova geragdo e pouquissimos trabalhos
sequenciaram amostras de tumores desmoides por NGS. AITKEN et al.
(2015), autores cuja analise das amostras de tumores desmoides foi
realizada por NGS, estudaram a frequéncia alélica e nao fizeram nenhuma
mengao nem associagao entre a frequéncia alélica e a sobrevida livre de
recidiva ou com o progndstico. Talvez, em um proximo estudo, deva-se
aumentar a amostra para averiguar se essa tendéncia se confirma em uma
amostra maior e/ou para observar como a frequéncia alélica se comporta
em relagdo a progressdo da doenga, entretanto, para responder a essa
ultima pergunta, é necessario delinear um estudo prospectivo.
Pesquisou-se, ainda neste presente estudo, se alguma mutagao
especifica da regido codificante referente ao éxon 3 da betacatenina ou a
auséncia de mutacdo do mesmo estava associada ao desfecho clinico
recidiva local e foi observado um pior prognéstico nos pacientes com
espécimes cuja mutacdo S45F havia sido detectada. A sobrevida livre de
recidiva dos pacientes com mutacdo S45F em dois, cinco e dez anos foi
respectivamente de 26,7%,13,3% e 13,3%, isto €, muito menor que a dos
demais pacientes com outra mutagcdo ou sem mutagdo (caso contrario)
78,4%, 68,1% e 65,4% (p < 0,0001). Entretanto, essa analise foi realizada
sem segregar os pacientes cujas margens cirurgicas estavam microscoépica
ou macroscopicamente comprometidas. Sendo assim, a fim de excluir o
fator comprometimento de margem, seja micro, seja macroscopica, propds-
se uma outra analise para as curvas de sobrevida livre de recorréncia local
estratificada pelo tipo de mutacdo, incluindo apenas os pacientes com
margens cirurgicas livres de comprometimento, e observou-se uma
sobrevida livre de recidiva para os pacientes com mutacido S45F em dois,
cinco e dez anos de 37,5% 25% e 25%, respectivamente, ou seja, muito
menor que a dos demais (caso contrario) 84,6%, 80,6% e 80,6% (p <

0,0001). Dessa forma, pode-se afirmar que os pacientes com a mutagéo
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S45F apresentaram, neste estudo, uma pior sobrevida quando comparado
aos demais pacientes.

O impacto do status mutacional do gene CTNNB1 em relagdo a
recidiva dessa doenga ainda é questionavel. DOMONT et al. (2010),
MULLEN et al. (2013) e AITKEN et al. (2015) realizaram estudos que nao
evidenciaram a associagao entre o evento recidiva local e a mutagao S45F.
Todavia, alguns estudos, como os de LAZAR et al. (2008), COLOMBO et al.
(2013) e VAN BROEKHOVEN et al. (2015b), demonstraram uma
associacdo da mutacdo S45F com o risco aumentado de recidiva apos
ressecgao cirurgica da lesdo. Tal como esses ultimos trés autores, este
presente estudo demostrou um maior risco de desenvolver recidiva local
apo6s o tratamento cirurgico nos pacientes com mutagcdo S45F. VAN
BROEKHOVEN et al. (2015b) demonstraram, pelo modelo de Cox Simples,
um risco 8,5 vezes maior (p = 0,006) de apresentar recidiva nos pacientes
S45F mutados quando comparados com os demais e, no modelo
multivariado, o risco relativo foi de 6,2 (p < 0,001). LAZAR et al. (2008)
obtiveram um RR de 4,28 nas analises uni e multivariadas (p = 0,0015).

No grupo deste estudo, evidenciou-se, pelo modelo de Cox
univariado ajustado para todos os casos, um risco 4,42 vezes maior (p <
0,0001) de os pacientes com mutagdo S45F desenvolverem recidiva local
quando comparados com os demais pacientes, e um risco 6,10 vezes maior
(p = 0,003) quando se ajustou 0 modelo apenas para os pacientes com
margens cirurgicas ndo comprometidas. No modelo multivariado, o risco
relativo foi de 5,25 vezes (IC [2,27 — 12,15]; p < 0,0001). Sendo assim,
concluiu-se que, tal como LAZAR et al. (2008), COLOMBO et al. (2013) e
VAN BROEKHOVEN et al. (2015b), os pacientes com tumores desmoides
com mutagdo S45F realmente apresentam um pior progndstico. Logo,
entende-se ser de grande importancia levar em consideragao esse tipo de
mutacédo ao indicar um procedimento cirdrgico para a ressecg¢ao da lesao,
pois, mesmo se for possivel conseguir realizar uma cirurgia com margens
adequadas, esses pacientes terdo um alto risco de apresentar uma recidiva

local. E, se ainda assim o tratamento cirurgico for realizado, o cirurgido deve
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ficar muito mais atento a recorréncia, realizando exames de controle mais
precocemente, inclusive cogitando um tratamento adjuvante como a
radioterapia.

Contudo, assim como MUSHRIQ et al. (2015), neste presente estudo
considerou-se ser pouco provavel que apenas um fator, como a mutacao
S45F, pudesse explicar todos os dados referentes a recorréncia local. Neste
estudo, foram demonstrados, pelo modelo de Cox multivariado, trés fatores
clinicos (tumores localizados nas extremidades, uma ou mais cirurgias
prévias e tamanho do tumor maior do que 10 centimetros) e um fator
molecular (mutagcdo S45F) de pior progndstico para o desenvolvimento de
recidiva local. Portanto, para melhor avaliar o risco de recidiva, propds-se a
divisdo dos pacientes portadores de tumores desmoides em grupos
progndésticos com base no numero de fatores de prognédstico desfavoraveis
evidenciados em analises e apresentados para cada paciente.

Dois modelos foram apresentados, sendo um deles (modelo 1)
envolvendo apenas fatores clinicos e o outro combinando fatores clinicos e
moleculares (modelo 2). Na primeira situagdo, considerou-se a variavel
numero de fatores de pior prognostico em duas categorias, aqueles com
zero ou um fator (baixo risco para recidiva apos cirurgia) e aqueles com dois
ou trés fatores (alto risco para recidiva apds cirurgia) e observou-se, no
grupo com dois ou trés fatores, um risco 5,97 vezes maior de recidiva do
que aqueles pacientes com zero ou um fator (IC [2,46 — 14,49]; p < 0,0001).
Na segunda situagao, também foi considerado o numero de fatores de pior
prognéstico, mas, dessa vez, foi incluida entre os fatores a mutagcdo S45F e
foram denominados de baixo risco aqueles pacientes sem qualquer fator e
de alto risco aqueles com um ou dois fatores. Evidenciou-se que o risco de
os pacientes com um ou dois fatores apresentarem recorréncia local apdos a
cirurgia € 8,36 vezes maior do que aqueles sem qualquer fator (IC [2,87 —
24,6]; p = 0,0001).

As analises deste presente estudo demostraram existir um
determinado grupo com uma evolugdo claramente desfavoravel em relagéo

a recidiva local apds o tratamento cirurgico. No entanto, com esses achados
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nao é possivel afirmar que se deva tratar esse grupo de pacientes de forma
nao cirurgica, pois ndo se sabe como a doenga nao operada evoluiria nesse
grupo.

Logo, considerando o comportamento incerto e ainda enigmatico dos
tumores desmoides e as novas abordagens de tratamento dessa doenga,
por exemplo a espera e observagdo (BONVALOT et al. 2008; FIORE et al.
2009; GRONCHI et al. 2013; BRIAND et al. 2014), o uso de AINES
(JANINIS et al. 2003) e a terapia-alvo especifica (GOUNDER et al. 2018;
TOULMONDE et al. 2018), entende-se, neste presente estudo, que os
pacientes com idade menor do que 31 anos, com tumores localizados nas
extremidades, com didmetro acima de 10 centimetros, que ja tenham sido
operados previamente, com mutacdo S45F e, principalmente, aqueles
considerados, neste estudo, como de alto risco, devam ser monitorizados
com muito cuidado em um primeiro momento (exames de imagem em
curtos periodos de tempo). Se houver progresséo lenta da doenga, pode-se
fazer uso de terapias medicamentosas e, caso a progressédo nao seja lenta,
pode-se considerar a radioterapia e/ou a cirurgia. No entanto, se a cirurgia
for proposta, deve-se objetivar a realizagdo de uma cirurgia com margens
livres, desde que ndo haja mutilagdo nem grande perda de fungdo. Apds a
cirurgia, um seguimento muito proximo deve ser realizado, principalmente
nos dois primeiros anos, e a atencao nao deve ser minimizada antes dos
cinco anos de pdés-operatério. Tratamento adjuvante com a radioterapia
pode ser cogitado, dependendo da qualidade das margens ou da situagao
de recorréncia local.

Por fim, compreende-se que este estudo tem algumas limitacdes,
como o numero total de pacientes, 0 numero de amostras sequenciadas e o
fato de ter sido realizado em apenas uma instituicdo. Contudo, os achados
estatisticos foram bastante significativos e relevantes. Talvez, um préximo
passo seja realizar uma analise multicéntrica, coletando dados e amostras
mais diversos e nao relacionados a apenas uma instituicdo oncoldgica
especializada. No entanto, sabe-se que, nesse tipo de estudo, € sempre

mais dificil conseguir uma amostra homogénea. Neste presente estudo,
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apesar de trazer uma amostra nao muito grande (107 casos estudados e 71
amostras sequenciadas), € uma das maiores da literatura atual e uma das
raras que utilizou sequenciamento de proxima geragdo em um grupo de
pacientes homogéneos, todos esporadicos, tratados de forma cirurgica, com
seguimento minimo para os pacientes nao recidivados de 24 meses e com
um dos maiores seguimentos médios da literatura vigente. Novos estudos
prospectivos ainda deveréo ser feitos a fim de melhor estudar se a presenga
ou ndo da mutacdo S45F realmente pode predizer ndo somente um maior
risco de recidiva local, mas também uma evolucdo clinica possivelmente

pior daqueles pacientes ndo operados.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condigbes do presente estudo permitem

concluir o seguinte:

A mutacdo nos cédons 41 e 45 do gene codificante da betacatenina
ocorreu em 85,9% (a mutacao no codon 41 foi de 46,5%, no coddon
45 31% e dupla mutagdo (41 e 45) 8,4%) e 14,1% das amostras
avaliadas pelo sequenciamento de proxima geragdao (NGS) nao

apresentaram mutagdes.

A mutagcdo S45F e os tumores localizados nas extremidades foram
fatores independentes para um maior risco de recidiva no modelo

multivariado.

Pacientes considerados de alto risco (um ou dois fatores) podem

apresentar até oito vezes mais risco de recidiva que os demais casos.

A média dos valores da fragdo de alelo variante na amostra global foi
16,54%. Apesar de os pacientes com frequéncia alélica acima de
10% terem apresentado uma tendéncia ao pior prognostico, néo

houve significancia estatistica para estabelecer tal correlagéo.

Foi identificada uma mutacédo no gene APC (c.7698 7702delAACTG,
p.Thr2567Lysfs*14) em um dos tumores negativos para mutacédo em
CTNNB1, que pode representar uma variante germinativa de um caso

de FAP né&o diagnosticado.
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Anexo 2 - Lista dos 409 genes do painel Comprehensive Cancer Panel —

Thermo Fisher.

PDE4DIP FANCA CTNNA1  NF1 PRKDC BCL2 TAL1 AKT3 MDMA4
IL7R RAF1 CYP2D6  BIRCS ALK NFKB2 JUN TNFAIP3 CEBPA
MMP2 RARA EPHA7 PALB2 EZH2 MLH1 CSF1R NCOA4 GATA1
IRF4 ERG STK36 MLL2 PSIP1 XPA ETV1 CHEK?2 ERCC2
AURKB EXT1 GATA2 SEPT9 MSH6 HRAS BCL2L1 CDH5 PBX1
TLR4 TRIM33 HOOK3 CDK12 WAS EML4 BCL11B FOXO1 PRDM1
ERBB4 NLRP1 ABL2 PIK3CG PMS1 PTPRT RNASEL PKHD1 RPS6KA2
PAX7 MARK4 CCND2 WHSC1 IL2 RALGDS BIRC2 MCL1 FN1

FH MYD88 AKT1 GNAS ERBB3 PIK3CB NTRK3 MUTYH MTR
SBDS SMAD2 LAMP1 PLCG1 ATM FOXO03 PIK3R2 FANCC BUB1B
MTOR NSD1 JAK2 MDM2 CDK8 MYH9 ABL1 PAX8 PHOX2B
ERCC5 PML PIK3R1 DDB2 FAS MAP2K4  KEAP1 IKBKE PBRM1
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LPP FGFR1 CDKN2C GUCY1A2 BCL11A PPP2R1A  NF2 TRRAP HSP90AA1
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NBN SDHB TGM7 IKBKB ARNT NPM1 CRKL XPC USPI9X
wr1 ZNF384 TET1 IL21R CASC5 FGFR4 CDH2 ARID1A TRIP11
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CDK6 UGT1A1 EPHB6 CBL EP400 BCL9 LTF RB1 KLF6
AFF1 SGK1 TSC1 ITGB3 DDR2 MAPK8 FGFR3 CDC73 BIRC3
TCF7L1 TCF7L2 COL1A1  IKZF1 PLAG1 ERCC3 HSP90AB1 KAT6B RNF213
PDGFRB PDGFB TLX1 DNMT3A  CD79B PTCH1 NKX2-1 SOX2 PARP1
REL PIK3C2B  ASXL1 TCL1A DEK RECQL4  MAGI1 FAM123B  ACVRZ2A
MLL3 TFE3 MYH11 CCNE1 FLI1 IGF1R ETS1 SDHA TOP1
EP300 JAK3 BRIP1 TBX22 CRTC1 TPR TCF12 NRAS POT1
MALT1 JAK1 AURKC TAF1 IRS2 BCL10 RADS50 AURKA AFF3
MITF CSMD3 TNK2 ciC SMARCB1  BRD3 ARID2 LPHN3 MYB
HNF1A FGFR2 IDH1 CD79A CMPK1 PGAP3 KRAS VHL FZR1
EPHA3 FLCN PTPN11 BCR DCC SF3B1 BCL2L2 WRN GDNF
SETD2 ITGA9 KDM5C CCND1 CHEK1 TSHR MYCN DST POUSF1
STK11 ERCC4 PAX3 RUNX1T1 SMARCA4 MYC SYNE1 BAP1 FLT3
FLT1 KIT PER1 SMUG1 XPO1 KAT6A BRAF ROS1 GNAQ
TGFBR2 PRKAR1A CARD11  PIK3CA FOXL2 THBS1 PAX5 MSH2 GNA11
LCK EXT2 PTGS2 IGF2R LTK RHOH NCOA1 CYLD PPARG
MEN1 NCOA2 SDHD NOTCH2  MUCT1 ATR NOTCH1 SRC FBXW7




Apéndice 1 — Ficha de avaliagao clinica

Pesquisa Tumores Desmoides

Dados Gerais:
1- RGH: 2-Tipo:

3- Nome:

4- Telefone resid.:

5- Telefone cel.:

6- Pais:

7- Procedéncia - Cidade: UF:
8- Naturalidade — Cidade: UF:
9- Endereco:

9.1- CEP:

10- Profissao:

11- Raga: (1) Branco (2) Negro (3) Pardo (4) Amarelo (5) Indigena (9) Ign
12- Sexo: (1) Masculino (2) Feminino

13- Data de nasc. /1

14- Data de admissado no Hosp. _ /

15- |Idade a admissao:

16- Data do ultimo seguimento: / /

16.1- Situagéo clinica no ultimo seguimento: (1) VSED (Vivo sem doencga) (2)
VCED (Vivo com doenga) (3) VSOE (Vivo sem outras especificagdes) (4)
MOCA (Morto por cancer) (5) MSEC (Morto sem céancer) (6) MOSOE (Morto
sem outras especificagoes) (7) Perdido de vista (sem inf.) (9) Ign

16.2- Situagao clinica no ultimo seguimento - COMPLEMENTO:

Dados Iniciais:
17- Antecedentes familiares: (0) Nao (1) Sim (9) Ign
17.1- Antecedentes familiares — Qual?:

18- Antecedentes pessoais: (0) Nao(1) Sim (9) Ign

18.1- Antecedentes pessoais — Qual?:




19- Sinais/sintomas: (0) Nao (1) Massa/aumento de volume (2) Dor (3)
Restricao funcional (4) Incidentaloma (5) Outro tumor osseocartilaginoso/lesao
Ossea (6) Fratura patoldgica (7) Outros (9) Ign

19.1- Sinais/sintomas — Outros:

20- Trauma prévio: (0) Nao (1) Sim (9) Ign

21- Tempo de acometimento: meses

22- Tratamento prévio ndo oncolégico: (0) Nao (1) ATB (2) AINH (3)
Analgésico (4) FST (5) Calor (6) Gelo (7) Drenagem cirurgica (8) Outros (9) Ign

22.1- Tratamento prévio ndo oncolégico — outros:

23- Tratamento pré-operatdrio prévio: (0) Nao (1) Sim (9) Ign

23.1- Tratamento pré-operatorio prévio — Qual?:(1) Seguimento prévio (2) QT
(3) Rxt (4) Cirurgia (5) Outros (9) Ign

23.1.1- Tratamento pré-operatdrio prévio — Qual? — Outros:
24- Situagao a admissao: (0) Intacto(1) Bidpsia do (2) Operado (3) QT (4) RxT
(5) Outros (9) Ign

24.1- Situagdo a admissao - Outros:

25- Situacdo da admissao — Status da doenca: (1) Doenca loco-regional (2)
Doenca locorregional a distancia (3) Doenga a distancia sem doencga local (4)
Recidiva locorregional (5) Outros (9) Ign

25.1- Situagdo da Admisséo — Status da doenga - Outros:

26- Localizacdo: (1) Cabeca e pescoco (2) Umero (3) Ulna (4) Radio (5) Fémur
(6) Tibia (7) Fibula (8) Bacia (9) Coluna (10) Mao (11) Pé (12) Partes moles
(braco) (13) Partes moles (antebraco) (14) Partes moles (coxa) (15) Partes
moles (perna) (16) Partes moles (tronco/abdome) (17) Partes moles (mé&o) (18)
Partes moles (p€) (19) Outros (99) Ign

26.1- Localizagao — Outros:
27- Lateralidade: (0) Direito (1) Esquerdo (2) Nao se aplica (9) Ign

28- Localizacdo Anatomica: (0) Nao se aplica (1) Epifise (2) Metafise (3)
Diafise (9) Ign

29- Numero de cirurgias prévias:
30- TU primario — Onde foi encontrado: (1) Clinico (2) Radiolégico (3)
Anatomopatoldgico (4) Outros (9) Ign

30.1- TU primario — Onde foi encontrado — Outros:

31- Tamanho TU primario no maior eixo:




32- Estadio T clinico: (0) TO— Nao ha evidéncias de TU primario (1) T1 — partes
moles com até 5 cm (2) T2 — partes moles > 5 cm (3) Tx — Nao avaliavel (4)
N&o se aplica (9) Ign

33- Estadio N clinico: (0) NO (1) N1 — LND regionais (2) Tx — N&o avaliavel (3)
Nao se aplica (9) Ign

34- Estadio M clinico: (0) MO (1) Meta a distancia (2) Mx — Nao avaliavel (3)
N&o se aplica (9) Ign

35- Tipo de tratamento: (0) Nada (1) Seguimento (2) Cirurgia (3)
Radiofrequéncia (4) QT (5) Rxt (6) Outros (9) Ign

35.1.- Tipo de cirurgia - Outros:
35.1.1- Data da cirurgia: / /

35.2- Radiofrequéncia — especificacdes:
35.3- QT (tipo/ciclos):
35.4- Rxt (doseltipo):
35.5- Tipo de tratamento — Outros:

Macroscopia/Histologia
36- Bidpsia Prévia: (0) Nao (1) Sim (9) Ign
36.1- Biopsia — Tipo: (1) Agulha grossa (2) Incisional (3) Outros (9) Ign

36.2- Biépsia — Tipo — Outros:

37- Antomopatoldgico:

38- Numero da lamina da bidpsia:
39- Data do AP da bidpsia: / /
40- Antomopatologico:
41- Tamanho do TU no AP: cm

42- Grau de malignidade: (0) Benigno (1) Baixo grau (2)
Moderado/intermediario (3) Alto grau (9) Ign -| |

43- Invasao: (0) Nao se aplica (1) Vascular (2) Linfatica (3) Partes moles (4)
Medular proximal/distal (9) Ign

44- Margens: (0) Nao se aplica (1) Livres (2) Comprometidas (9) Ign

45- Numero da lamina: 46- Data do AP: / /

47- Estadiamento AJCC — Sarcomas de tecidos moles: (1) Baixo grau (< 1
mitose/10 HPF (2) Intermediario grau (1-4 mitoses/10 HPF) (3) Alto grau (>5




mitoses/10 HPF) (4) Alto grau (4A - invasdo do 0sso, grande vaso ou nervo)
(5) Alto grau (4B - metastase) (9) Ign

Dados Epidemiolégicos P6s-Cirurgia:

48- Complicagdes pos-operatorias (30 dias): (0) Nao (1) Infecgao sitio
Cirargico (2) Deiscéncia (3) Colecdo (4) Necrose (5) Sistémica (6) Obito (7)
Outros (9) Ign

48.1- Complicacdes pods-operatérias — Outros:

Tratamentos Complementares:

49- Tratam. complementar: (0) Nao (1) Sim (9) Ign

49.1- Tratam. Complementar — Tipo: (1) QT (2) Rxt (3) Fisioterapia motora (4)
Outros(9) Ign

49.2- QT (tipo/ciclos):
49.3- Rxt (dose/tipo):
49.4- Fisioterapia motora (numero de sessdes):
49.5- Tratam. Complementar - OUTROS:

Recidivas/Tratamento de Recidivas:

50- Local da metastase: (0) Nao (1) Local (2) Puimao (3) LND (4) Osso (5)
Figado (6) SNC (7) Outros (9) Ign

50.1- Local da metastase — Outros:

51- Data da recidiva (HACC): / /

52- Data da detec¢ao da 1° metastase: / /

53- Recidiva — Como foi identificado: (1) Clinico (2) Radiolégico (3)
Anatomopatoldgico (4) Outros (9) Ign

53.1- Recidiva — Como foi identificado/sintomas: (1) Dor (2) Aumento de
volume (3) Exames de imagem de seguimento (4) Outros (9) Ign

54- Tamanho da recidiva:

55- Tratamento da recidiva: (0) Nao tratou (1) Cirurgia (2) Rxt (3) QT (4) Outros
(9) Ign

55.1- QT (tipo/ciclos):
55.2- Rxt (doseltipo):




55.3- Tratam. cirurgico da recidiva local: (0) Nao (1) Ressec. sem amputagao
(2) Ressec. Com amputacéao (3) Irressecavel (4) Outros (9) Ign

53.3.1- Tratam. cirurgico da recidiva local - Outros:

55.4- Tratamento da recidiva - Outros:

56- Anatomopatoldgico:

57- Numero da lamina da recidiva: 58- Data do AP da

recidiva: / /

Dados Epidemioldgicos Finais:
59- Segundo TU primario: (0) Nao (1) Sim (9) Ign
60- Segundo TU primario — Qual? Tratamento?:

61- Data do segundo TU primario: / /




Apéndice 2 - Lista dos pacientes nao portadores de mutagao nos cédons 41 e
45 do gene CTNNB1.

Ordem de prioridade RGH AP

lo 95041338 329020-B

20 8087340 813728A

30 12094530 1391023-AAE
40 94045127 341899-A

50 92034195 BA02-004916A
60 90009010 266984A

70 10058220 1010497AA

80 90051890 276153

% 7012446 1108487-AE

100 99033046 B99-07025-A




