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RESUMO

Molina AS. Dermatofibrossarcoma protuberans: analise dos marcadores
de proliferagao celular, invasividade e apoptose, estudo da fusao de
COL-1a1/PDGF-B por FISH e correlagdo com a recidiva. Sdo Paulo;
2012. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Introdugdo: O dermatofibrossarcoma protuberans € um tumor de baixa
incidéncia e apresenta controvérsias em seu manejo. Nao costuma ser letal
mas o tratamento pode ser mutilador para o paciente. Objetivos: Avaliar as
caracteristicas dos pacientes, do tratamento realizado, as expressdes
imunoistoquimicas de marcadores de invasividade, apoptose e proliferagao
celular, e a presenca da fusdo dos genes COL-IA1/PDGF-B por FISH e
correlaciona-los com o prognostico. Métodos: Foi realizado analise
retrospectiva de prontuarios de 61 pacientes com dermatofibrossarcoma,
assim como foi realizado revisdo de todos blocos de parafina. As laminas
foram escaneadas no Scanscope e avaliadas pelo software Aperio. Para
deteccdo das translocagdes foi utilizado fluorescéncia por hibridizagéo in
situ. Resultados: Dos 61 pacientes tratados, apenas 6 apresentaram
recidivas. Nenhum paciente operado com margens de seguranga de pelo
menos 3 cm apresentou recorréncia (p=0,014). Nesta analise, houve apenas
uma recidiva em pacientes tratados com margem cirurgica de pelo menos 2
cm, havendo diferenga estatistica quando comparado com pacientes
tratados com margens menores que 2 cm. Dentre os pacientes operados no
HACC, os que receberam o primeiro tratamento no HACC apresentaram
taxa de recidiva menor do que pacientes recidivados apds tratamento em
outro hospital, porém n&o houve significancia estatistica (p=0,387). A
frequéncia de translocagbes nestes pacientes foi de 77,8%, valor inferior aos
90% descritos na literatura. Pacientes que apresentavam a translocagao
tiveram recorréncia de 5,7%, enquanto os pacientes sem a translocacao

tiveram recorréncia de 30% (p=0,065). Os marcadores imunoistoquimicos



nao se relacionaram com a taxa de recorréncia, mas quando considerado
pacientes tratados com margens menores que 3 cm houve relagdo com a
expressdo do FASL (p=0,048). Conclusdées: As margens cirurgicas
mostraram correlagdo com a recorréncia em pacientes com
dermatofibrossarcoma, porém margens de seguranga de 2 cm foram
aceitaveis para o tratamento, ao contrario da recomendacao tradicional de
3cm. Margens menores que 2 cm estdo relacionadas com maior taxa de
recorréncia. Dentre os marcadores imunoistoquimicos pesquisados, apenas
o FASL correlacionou-se com taxa de recorréncia em pacientes com
margens de seguranga menores que 3 cm. A presenga da translocagao
cromossOmica parece ter influéncia no progndstico, porém € necessario uma

amostra maior para uma analise estatistica mais fidedigna.



SUMMARY

Molina AS. [Dermatofibrosarcoma protuberans: analysis of markers of
cell proliferation, invasiveness and apoptosis, study of fusion COL-
101/PDGF-B by FISH and correlation with relapse]. Sdo Paulo; 2012.

[Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

Introduction: Dermatofibrosarcoma protuberans is a tumor with low
incidence and present controversies in its management. It is not usually
lethal but treatment can be mutilating to the patient. Objectives: To evaluate
patient characteristics, treatment performed, the immunohistochemical
expression of markers of invasiveness, apoptosis and cell proliferation, and
the presence of fusion genes COL-IA1/PDGF- by FISH and correlate them
with prognosis. Methods: We conducted a retrospective analysis of medical
records of 61 patients with dermatofibrosarcoma and all paraffin blocks was
reviwed. The slides were scanned by the Scanscope and evaluated by
Aperio software. For detection of translocations, it was used fluorescence in
situ hybridization. Results: Of 61 patients, only 6 had relapses. No patient
operated with a safety margin of at least 3 cm had recurrence (p = 0.014). In
this analysis, there was only one recurrence in patients treated with surgical
margins of at least 2 cm, with a statistical difference when compared with
patients treated with margins smaller than 2 cm. Among patients operated on
HACC, those who received first treatment in HACC had lower relapse rate
than patients relapsed after treatment at another hospital, but there was no
statistical significance (p = 0.387). The frequency of translocations in these
patients was 77.8%, lower than the 90% reported in the literature. Patients
with the translocation had recurrence of 5.7%, while patients without the
translocation had recurrence of 30% (p = 0.065). The immunohistochemical
markers did not correlate with the recurrence rate, but when considered
patients with margins less than 3 cm there was relation with the expression

of FASL (p = 0.048). Conclusions: The surgical margins correlated with



recurrence in patients with dermatofibrosarcoma, but a safety margin of 2 cm
were acceptable for treatment, unlike the traditional recommendation of 3
cm. Margins smaller than 2 cm are associated with higher recurrence rate.
Among the immunohistochemical markers studied, only the FASL correlated
with recurrence rate in patients with security margins lesser than 3 cm. The
presence of chromosomal translocation seems to influence prognosis, but a

larger sample is needed for a statistical analysis more reliable.
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Anexo 1 Protocolo de Coleta de Dados para Pacientes com

Dermatofirbrossarcoma Protuberans (DFSP)



1 INTRODUGAO

O dermatofibrossarcoma protuberans (DFSP) € um tumor raro de
origem mesenquimal que se origina na pele. Corresponde a 1% de todos os
sarcomas e 0,1% das neoplasias malignas (RATNER et al. 1997). E
classificado como um sarcoma de baixo grau que raramente metastiza,
embora seja localmente muito invasivo e com altas taxas de recorréncia
local. Pacientes com DFSP podem apresentar até 60% de recorréncia apos
tratamento cirargico (BOWNE et al. 2000; FIELDS et al. 2011). A incidéncia
deste tumor é de 4,2 casos por milhdo de habitantes, com frequéncias
semelhantes entre homens e mulheres, acometendo principalmente adultos
entre 30 e 50 anos (CRISCIONE et al. 2007).

Clinicamente manifesta-se como placas e ndédulos protuberantes
avermelhados de crescimento lento, podendo ainda apresentar areas
atroficas ou ulceradas. Comumente, € erroneamente diagnosticado como
queldide, e o diagndstico definitivo pode ocorrer anos apds a apresentagao
inicial. A localizagdo mais acometida é o tronco, 42% dos casos, seguido
dos membros em 34% (JOHNSON-JAHANGIR e RATNER 2011).

Historicamente, esta neoplasia foi descrita pela primeira vez por
Taylor em 1891 como um tumor sarcomatoso de aspecto queloidiano. Darier
and Fernand, em 1924, o descreveram como dermatofibroma progressivo e

recorrente, mas Hoffman que o nominou ao relatar trés casos, em 1925



(GOLDEMBERG et al. 1994, MENDENHALL et al. 2004; MACEDO et al.

2008).

1.1 HISTOLOGIA E IMUNOISTOQUIMICA

O DFSP é constituido por células fusiformes dispostas em um padrao

irregular estoriforme. A atipia celular é de leve a moderada, podendo haver

mitoses.

Figura 1 — Microfotografia. Foto panoramica de lamina de DFSP. (HE 2x Aperio)



Figura 2 — Microfotografia. Padrao estoriforme do DFSP. (HE 40x Aperio)

O principal marcador imunoistoquimico utilizado no diagndstico do
DFSP é o CD34. Este é uma proteina com 110-kD transmembrana
conhecida como antigeno das células hematopoiéticas humanas. Este
antigeno é identificado em células endoteliais e os tumores derivados
destas. Na pele este antigeno tem sido identificado em células dendriticas
da derme reticular e em células fusiformes proximos a glandulas écrinas
(FINA et al. 1990; TRAWEEK et al. 1991; NICKOLOFF 1991). O Fator Xllla,
fator estabilizador de fibrina, € uma proteina tetramérica que possui uma
funcdo importante na coagulagdo. Esta proteina encontra-se expressa com

frequéncia nos dermatofioromas. O DFSP geralmente possui

imunoistoquimica positiva para o CD34 e negativa para o Fator Xllla, o que



ajuda a diferencia-lo do dermatofibroma (GOLDBLUM et al. 1997). Nos
casos em que ha transformacao fibrossarcomatosa, ha uma tendéncia a

negatividade do CD34 (MENTZEL et al. 1998).

Figura 3 — Microfotografia - Imunoistoquimica positiva para CD34 no DFSP

Diametro do spot 1Tmm

O DFSP possui um padrao de crescimento imprevisivel
extensivamente e profundamente devido as projegdes infiltrativas que se
intercalam entre I6bulos de gordura. Por este motivo, a ressecgédo simples

apresenta altas taxas de recidiva.



Figura 4 - Microfotografia DFSP HE, padrao de crescimento com projecdes

do tumor, preservando feixe vasculho-nervoso. (HE 15x Aperio)

Figura 5 - Padréao de crescimento do DFSP infiltrando o tecido adiposo. (HE
20x Aperio)



1.2 TRANSFORMAGAO FIBROSSARCOMATOSA

Cerca de 10 a 15% dos pacientes com dermatofibrossarcoma
apresentam transformacdo fibrossarcomatosa, que ¢€ histologicamente
caracterizado pelo aumento de celularidade, da atipia celular e de mitoses
(BOWNE et al. 2000; ABBOTT et al. 2006). Nestes caso ha uma alteracéo
no padrao estoriforme que passa a apresentar areas que formam fasciculos
(padréo herringbone) (ABBOTT et al. 2006). Apds esta transformacao existe
uma tendéncia a negativacdo do marcador CD34 (SATO et al. 1995).
Clinicamente, estes pacientes tendem a apresentar maior incidéncia de
metastases que o DFSP classico e costumam ocorrer em pacientes de mais
idade e ap6s multiplas recidivas (CONNELLY e EVANS 1992).

Os tumores que apresentam transformagdo fibrossarcomatosa
apresentam diferengcas génicas em relagdo ao DFSP classico como
amplificagdo no numero de copias do gene mutado COL1A1-PDGFB,
desenvolvimento de instabilidades microssatélites e mutagdo no gene p53
(LINN et al. 2003; TAKAHIRA et al. 2004; ABBOTT et al. 2006;

MACARENCO et al. 2008).
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Fonte: ABBOTT et al. (2006)

Figura 6 - Diferenca histologica e do numero de copias do gene mutado - (a)
Dermatofibrossarcoma protuberans classico aumento (HE 100x) (b) Mesmo tumor porém
mostrando area com transformacéao fibrossarcomatosa com formacéao de fasciculos “padrao
herrringbone” (espinha de peixe), aumento de celularidade e mitose (HE 100x) (c) FISH
mostrando células com 1 a 3 copias do gene mutado COL1A1-PDGFB (aumento 1000x). (d)
FISH do componente fibrossarcomatoso do tumor mostrando células com 3 a 7 cépias do
gene mutado COL1A1-PDGFB (aumento 1000x).

1.3 GENETICA E PATOGENIA

A primeira analise citogenética do DFSP data de 1990 por BRIDGE et
al. (1990) e MANDAHL et al. (1990) que descreveram cromossomos

supranumerarios em anel. Estes cromossomos mutados podem apresentar



tanto a forma de anel, mais comum em pacientes adultos, quanto a forma
linear, mais frequente em pacientes mais jovens. Esta mutagdo do DFSP é
caracterizada pela presenca de alteragao citogenética especifica envolvendo
0s cromossomos 17 e 22, t1(17;22) (q22;913), resultando, habitualmente, em
anomalia cromossémica com fusdo do gene do colageno tipo-1 alfa-1
(COL1A1) do cromossomo 17 com o gene do fator de crescimento derivado
de plaquetas cadeia B do cromossomo 22 (PDGF-B) (BRIDGE et al. 1990;
MANDAHL et al 1990). Esta translocagdo ocorre em 90% do
dermatofibrossarcomas e pode ser detectada por Imunofluorescéncia por
Hibridizacdo In Situ (FISH) ou Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR)

(WANG et al. 1999; SZOLLOSI et al. 2007; PATEL et al. 2008).
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Figura 7 — Translocagéo caracteristica do DFSP 1(17;22)(922;913)



A proteina PDGF-B € um produto do gene c-sis, um dos primeiros
protoncogenes descritos. A proteina COL1A1 é a proteina mais abundante
do corpo humano. O DFSP é o unico tumor em que ocorre a alteragao dos
genes que codificam estas proteinas. A familia PDGF & composta por
glicoproteinas diméricas que regulam o crescimento e divisdo celular. O
PDGF é composto duas cadeias A (AA), duas cadeias B (BB) ou uma
combinagdo de ambas (AB). Estas proteinas sdo potentes mitdbgenos
principalmente de células de origem mesenquimal como células musculares
lisas. Em humanos, a rede de sinalizacdo destas proteinas consistem em
quatro ligantes (PDGFA, PDGFB, PDGFC e PDGFD) e dois receptores
(PDGF-a e PDGF-B) (HANNINK e DONOGHUE 1989; HELDIN 1992).

O receptor PDGF é classificado como um receptor tirosina-quinase. O
receptor a liga-se ao PDGF-AA, PDGF-BB e PDGF-AB enquanto o receptor
B pode se ligar ao PDGF-BB e PDGF-AB.

A funcao exata da proteina COL1A1-PDGFB no desenvolvimento do
DFSP ainda nao é clara. Esta proteina estimula a producdo de PDGF-BB
ativando continuamente o receptor PDGFB, levando-o a uma
superexpressdo e estimulo oncogénico devido a uma acdo autdcrina e
paracrina. Por se tratar de um receptor tirosina-quinase, em casos
selecionados tem sido utilizado o mesilato de imatinib para o tratamento

deste tumor (RUBIN et al. 2002; O'BRYAN e RATNER 2011).
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Figura 8 - Carittipos (esquerda) e FISH de um dematofibrossarcoma em

adulto. (A) e em um lipossarcoma bem diferenciado (B). Ambos tumores s&o

caracterizados por cromossomos em anéis supranumerarios (setas). A analise por FISH

ilustra que o anel cromossOmico tem origem em cromossomo 17 (verde) e 22 (vermelho).
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17;:22 no dermatofibrossarcoma

anormalidade em DFSP em criangas, ocasionalmente descrita em adultos.

protuberans. A: diagrama com cromossomos 17;22 normais, com indicagdo dos locais
dos genes COL1A1 e PDGFB, respectivamente. B-C: Representagdo esquematica da
anormalidade dos cromossomos 17 e 22 no DFSP. B: Anormalidade do DFSP no adulto:
anel cromossOmico derivado do cromossomo 22 contendo sequéncias do 17q22-qter e

22910-q13.1 em adigdo ao par cromossémico normal 17 e 22. C: Representagdo da
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1.4 TRATAMENTO CIRURGICO

O tratamento cirurgico do DFSP apresenta muitas controvérsias. As
principais técnicas utilizadas sdo a ressecgdo com margens amplas
(geralmente 3cm), utilizando-se ou ndo a congelagéo, cirurgia de Mohs,
cirurgia com anadlise 3D (Complete Circumferential and Peripheral Deep-
margin Assessment (CCPDMA)) (HAFNER et al. 2008; FARMA et al. 2010).

A resseccédo ampla utilizando 3 cm de margem de seguranga tem sido
0 padrao no tratamento do DFSP, porém, esta técnica depende de uma
avaliacdo adequada dessas margens, o que nem sempre ocorre, resultando
em altos indices de recidiva. Quando a analise das margens é realizada com
cortes transversais, existe um alto risco de um resultado falso negativo, pois
nao ha uma avaliagdo completa, e sim uma amostragem que corresponde a
menos que 1% da circunferéncia total do tumor (SONDAK et al. 1999). Por
isso, apesar de margens livres, este método pode levar de 17% a 60% de
recidivas. A avaliagdo das margens pode ser realizada no intraoperatoério ou
pds-operatorio (HAFNER et al. 2008; FARMA et al. 2010).

Avaliando as margens pela técnica de Mohs, RATNER et al. (1997)
encontrou 15% de margens positivas quando utilizada margens de 3 cm
para resseccdo, e 3% quando utilizado margem de 6cm (RATNER et al.
1997). Isto é um reflexo do padréo irregular de crescimento do tumor, que
pode ser comparado a tentaculos, que se projetam distantemente do tumor
em permeio a tecido adiposo, musculo, colageno e fascia, mimetizando

tecidos histologicamente normais (RATNER et al. 1997; FARMA et al. 2010).
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Tabela 1 - Analise das margens por técnica micrografica de Mohs

Margem Macroscoépica Positiva Recorréncia
1cm 70% N/A
2cm 40% 41%
3cm 22% 24%
4 cm 15% 11-20%
5cm 9% N/A
6cm 3% N/A

Fonte: RATNER et al. (1997)

A cirurgia de Mohs descrita por Frederic E. Mohs e Tromovitch tem se
mostrado uma boa alternativa para o tratamento deste tumor (MOHS et al.
1941; TROMOVITCH et al. 1974). Com esta técnica os indices de recidiva
tem sido mais baixos que a resseccdo ampla. RATNER et al. (1997)
demonstraram recorréncia de 1 caso (2%) em 58 casos operados.
Separando o0s pacientes entre recorrentes e primeiro tratamento, a
recorréncia foi 4,8% e 0%, respectivamente. Um problema relacionado a
técnica de Mohs é a formagdo do profissional complexa, ndo sendo
frequente cirurgides que realizam esta técnica em nosso meio. Outra critica
€ que quando ha minima quantidade de células de DFSP, estas sao dificeis
de serem vistas usando a técnica de Mohs, ficando mais facil na lamina
preparada com parafina, situacdo em que pode ser utilizada também a
imunoistoquimica para identificacdo das células neoplasicas e avaliagao das
margens, diferenciando células tumorais fusiformes das células do tecido

conjuntivo (MASSEY et al. 1998, HAFNER et al. 2008). Outras
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desvantagens desta técnica sao o tempo maior para avaliagdo das margens
e a dificuldade em manejar grandes espécimes (HAFNER et al. 2008).

Em alternativa a cirurgia de Mohs, existe a cirurgia com analise
periférica circunferencial e profunda completa das margens (CCPDMA). O
principio € semelhante a técnica de Mohs, porém nesta o tumor é ressecado
com uma margem menor que a tradicional de 3 cm. A peca é processada
em parafina e as margens mapeadas, podendo-se utilizar a
imunoistoquimica na avaliagdo (HAFNER et al. 2008). Nos casos em que a
analise em parafina revela margem positiva, é realizado nova ampliagéo.
Esta técnica também possui baixas taxas de recidivas, tendo a desvantagem
em relacéo a técnica de Mohs que o paciente pode ter que ser submetido a
mais de um procedimento cirurgico. Uma vantagem deste método € que ele
permite uma qualidade melhor da lamina tornando a avaliagdo das margens
mais acurada. Com esta técnica, HAFNER et al. (2008) obteve uma
recorréncia apenas em 70 pacientes, com sobrevida livre de doengca em 5 e
10 anos 100% e 98,6% respectivamente, e sem mortes decorrente da
doencga. Esta unica recidiva ocorreu apos 62 meses de seguimento e nao foi
confirmada com certeza pois a parafina nao foi suficiente para diferenciar as
células se eram tumorais ou cicatriciais, e além disto, este tumor era CD34
negativo, ndo sendo a imunoistoquimica Util nesta diferenciagdo (HAFNER
et al. 2008). Um ponto desfavoravel desta técnica € que pode ser necessario
cirurgias sequenciais até que seja obtido margens livres. FARMA et al.
(2010) relataram que pacientes submetidos ao tratamento com esta técnica

necessitaram de 1 a 4 excisbes, com margem media de 2cm, variando de
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0,5 a 3cm. Em 113 pacientes a margem inicial de resseccéao foi entre 1 e 2
cm, destes, 84% tiveram um excisdo apenas, 13% duas excisdes, 2% 3

excisoes e 1% 4 excisoes.

1.5 RADIOTERAPIA

O uso da radioterapia é controverso no tratamento do DFSP devido
ao numero limitado de estudos e a raridade da doenca. A radioterapia pode
ser utilizada no tratamento do DFSP combinada a cirurgia ou de forma
isolada. Geralmente esta indicada em casos em que ha margem
comprometida por tumor ou exigua. Em estudo, BALLO et al. (1998)
analisaram 19 casos. Destes 6 apresentavam margens comprometidas por
DFSP microscopicamente e um com margem comprometida por doenga
macroscopica. Em 10 anos houve 95% de controle local, a Unica recidiva
ocorreu no paciente com doenga macroscopica (BALLO et al. 1998). Em
outra série, SUIT et al. (1996) avaliaram 18 pacientes com DFSP, sendo que
15 pacientes receberam tratamento combinado com cirurgia e radioterapia e
3 apenas radioterapia. O controle local em 10 anos foi de 88%. Entre os 15
pacientes que receberam o tratamento combinado, 3 recidivaram, sendo que
estes mesmos apresentavam ressec¢cdo com margens microscopicas
comprometidas por DFSP. O pacientes que receberam radioterapia de forma
isolada encontravam-se sem evidéncia de doenca apos 85, 106 e 108

meses respectivamente (SUIT et al.1996).
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1.6 TRATAMENTO SISTEMICO

A quimioterapia convencional ndo tem grande utilidade no tratamento
do DFSP. As principais indicacbes sado para 0s casos irressecaveis,
metastaticos e em que a cirurgia poderia gerar mutilagdo para o paciente.
Dentre as drogas testadas estdo o Methotrexate, Vinblastina, Vincristina,
Dactinomicina, ciclofosfamida e doxorrubicina, porém os relatos sao
escassos e os resultados desanimadores (MENDOZA et al. 1970; LEMM et
al. 2009).

Atualmente, a principal droga utilizada no tratamento do DFSP é o
mesilato de imatinib. O imatinib € um inibidor da tirosina-quinase presente no
receptor PDGFB que esta superexpresso no DFSP. Os pacientes que
possuem a translocacdo do gene COLA1A1-PDGFB que causa esta
superexpressao podem se beneficiar do tratamento com imatinib, pois este
tem uma acgdo inibitéria no PDGFBR. Em uma série de 10 pacientes, 8
apresentavam a translocacao e tiveram evidéncia de resposta ao imatinib a
dose de 800mg dia, sendo 4 respostas clinicamente completas e duas
confirmadas histologicamente. Os pacientes sem a translocagédo tendem a
nao responder ao imatinib, logo € adequado pesquisa-la antes do tratamento
(MCARTHUR et al. 2005). Em um estudo fase Il com 24 pacientes com
translocagdo confirmada, foram comparadas as doses de 400mg ou 800mg
dia, a dose n&o interferiu no grau de resposta. Onze pacientes (46%)
apresentaram resposta parcial. Ndo houve resposta completa (RUTKOWSKI

et al. 2010).
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Em tumores localmente avangados, o imatinib pode ser utilizado de
forma neoadjuvante (KEROB et al. 2010). Em uma analise de 4 casos que
utilizaram o imatinib antes da cirurgia micrografica de Mohs, houve uma
reducdo média no volume tumoral de 36,9%. A resposta clinica foi
acompanhada de resposta histolégica, com diminui¢do da celularidade. Em
seguimento de 4 anos, ndo houve recidiva nestes pacientes (HAN et al.

2009).

1.7 MARCADORES DE PROLIFERAGAO CELULAR, APOPTOSE

E INVASIVIDADE.

1.7.1 Marcador de proliferagao Ki67

A proteina Ki67 € um marcador de proliferacao celular. Possui 395 kD
e sabe-se estar intimamente relacionada as células em ciclo celular. Sua
deteccéao é possivel no final da fase G1, aumenta nas fases S, G2 e mitose,
caindo rapidamente apods esta. Durante a mitose esta intimamente ligada a
cromatide. O DNA que a codifica encontra-se em estado de dificil
identificacdo devido ao grande peso molecular da proteina Ki67 (HALL et al.
1990; SAWHNEY e HALL 1992; DUPRAT NETO 1997). O método de
analise do Ki67 pode atualmente ser realizado em material parafinado,
através de estudo imunoistoquimico. Na literatura ha um estudo
relacionando o DFSP e a expressao da proteina Ki67 (TERRIER-LACOMBE
et al. 2003). Neste estudo com apenas 19 casos de DFSP, houve apenas a

relacdo de que a proteina esta expressa em menos de 1% das células, além
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do que pelo pequeno numero de casos e recidivas nao foi possivel
relacionar a expressao da proteina e o progndstico. Outro estudo tenta
diferenciar Dermatofibroma e Dermatofibrossarcoma avaliando o indice de
proliferacao celular, a expressao de Ki67 mostrou ser maior no sarcoma mas

nao relacionou com progndstico (HSI e NICKOLOFF 1996).

1.7.2 Metaloproteinases

As metaloproteinases (MMPs) pertencem a familia de endopeptidases
dependentes de zinco e estdo envolvidas na degradacéo e remodelamento
da matriz extracelular em ambas as situagdes: fisioldgicas e patoldgicas.
Pelo menos vinte e um membros foram descritos baseados na estrutura e
substrato especifico, destacando-se as colagenases 1 (MMP-1), 2 (MMP-8),
3 (MMP- 13) e 4 (MMP-18) que sao as principais proteases capazes de
clivar o colageno fibrilar (I, Ill e V). Os fragmentos gerados sao degradados
novamente pelas gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9) que também
degrada componentes da membrana basal como colageno tipo IV, crucial
para a invasao tumoral (PASCO et al. 2004; NGUYEN 2004; HOFMANN et
al. 2005; TURPEENNIEMI-HUJANEN et al. 2005). Outras MMPs sao:
estromelisina-1 (MMP-3) e estromelisina-2 (MMP-10), estromelisina-3 (MMP-
11) e metaloelastase (MMP-12). Principalmente expressa em células
epiteliais tem-se a matrilisina (MMP-7). Até o momento, seis diferentes
MMPs de tipo-membrana foram identificadas e divididas em dois subgrupos
de acordo com sua ancoragem na membrana. MT1-MMP (MMP-14), MT2-

MMP (MMP-15), MT3-MMP (MMP-16) e MT5-MMP (MMP-24) s&o
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ancoradas na membrana celular através de um dominio transmembrana
localizado na por¢ao C-terminal final. MT4-MMP (MMP-17) e MT6-MMP
(MMP-25) sao ligadas as células pela por¢ao C terminal a ancora de glicosil
fosfatidilinusitol (GPI). Todas as MT-MMPs podem ativar a pro-MMP-2 e a
maioria delas degrada os componentes da matriz extra celular (PASCO et al.
2004). A atividade proteolitica das MMPs é especificamente inibida pelos
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), uma familia composta
por quatro membros, TIMP-1 a TIMP-4 (PASCO et al. 2004). Foram
estudadas as MMP 1, 2, 9 e 14 pois estas sao sintetizadas em fibroblastos
dérmicos. Além disto, o fator de crescimento 3 derivado de plaquetas PDGF-
B que esta super-expresso em DFSP, parece estar relacionado a sua
invasao e metastatizacao, regula também as MMP 1, 3 e 9. Estudo de KIM
et al. (2007) mostrou a correlagéo positiva da estromelisina 3 presente em
23 de 23 casos de dermatofibroma, enquanto que no dermatofibrossarcoma
foi encontrada em apenas 1 de 17 casos. A expressdo de metaloproteinases
foi estudada por WEINRACH et al. (2004) para diferenciar o DFSP e o
dermatofibroma (fibrohistiocitoma benigno). Ambos trabalhos mostraram que
as MMPs nao econtram-se superexpressas no DFSP, e na analise de
WEINRACH et al. (2004) os dermatofibromas apresentam expressao
aumentada das MMP-14 em 59% dos casos, MMP-2 em 47% dos casos,
MMP-9 em 20% e MMP-1 em 13%. Este estudo concluiu que a MMP-2 por
estar expressa na microvasculatura das regides mais profundas e invasivas
do DFSP, pode estar relacionada no processo de angiogénese, promovendo

crescimento e invasao tumor. A MMP-11 também foi encontrada em DFSP.
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Neste estudo foram estudados 330 casos de tumores cutaneos, nos quais
foi visto que ha expressao desta proteina em fibroblastos em torno do tumor
mas pouco no interior deste, onde foi encontrado somente em 12,5% dos

casos (THEWES et al. 1999).

1.7.3 Apoptose

A apoptose € um mecanismo celular complexo e regulado onde
células iniciam um processo de autodestruicdo, porém diferentemente da
necrose, a membrana celular permanece intacta e néo é liberado para o
meio externo substancias que poderiam levar injuria de células vizinhas ou
iniciar um processo inflamatério. E dividida em trés fases: inicial, efetora e de
degradagdo. Até a fase efetora, o processo ainda é reversivel. Este
processo leva de 12 a 24 horas, dependendo do estimulo e do tipo de célula
(YANG e KORSMEYER 1996; WHITE 1996; SUSIN et al. 1997).

A apoptose pode ser ativada por duas vias, a extrinseca que ocorre
através de receptores de membrana e a intrinseca, que € dependente da
mitocondria. Ha muitas vias de sinalizagdo que levam a ativacdo da
apoptose e isto também depende do tipo de célula e do estimulo que
desencadeou o processo (KERR et al. 1994; CUMMINGS et al.1997).

As caspases, bcl-2, bax, fas e fasl sdo proteinas que estdo envolvidas
na regulagao da apoptose.

Existem cerca de 12 caspases conhecidas. Estas sdo proteases
baseadas em cisteina que clivam outras proteinas em residuos de aspartato.

Estas sdo responsaveis pela fase inicial da apoptose, situagdo em que a
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cascata de capases ¢é ativada e podem ser classificadas como iniciadoras e

efetoras (SOINI et al. 1998).

. Bcl-2

A familia Bcl-2 é um grupo de proteinas reguladoras da apoptose que
podem promover ou inibir a morte celular. As proteinas deste grupo que
inibem a apoptose sado: bcl-2, bcl-xL, bcl-w, bfl-1, brag-1, mcl-1 e A1. Ja as
promotoras da apoptose sdo: bax, bak, bcl-xS, bad, bid, bik, e Hrk (SOINI et

al. 1998; WESTPHAL et al. 2011).

. APAF-1

A APAF-1 (Apoptotic protease activating factor 1) € uma proteina pro-
apoptotica que possui um dominio com afinidade a caspase. Sua funcao é
promover uma ativacao autocatalitica da caspase-9, iniciando o processo de

apoptose (HAKEM et al. 1998).

. Fas e FasL

O receptor FAS, também conhecido como antigeno apoptético 1
(APO 1), é uma proteina classificada como um receptor de morte celular.
Encontra-se na superficie celular e é responsavel pela via extrinseca da
apoptose (SHEIKH e FORNACE 2000; WAJANT 2002).

O ligante FASL é uma proteina transmembrana que pertence a
familia TNF. Quando esta liga-se ao seu receptor, o FAS, leva a célula ao

processo de apoptose. Esta interacao entre o FAS/FASL tem uma funcao
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importante na regulacdo do sistema imune e no desenvolvimento do cancer

(INAZAWA et al. 1992).
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Fonte: BELLANCE et al. (2009)
Figura 10 - Via apoptoética mitocondrial. Via extrinseca: A morte celular pode ser

induzida por ligantes (como o FasL) a receptores especificos (como Fas) localizados na
membrana da célula. Via intrinseca (mitocondrial): A apoptose & desencadeada por

estimulos intrinsecos e é dependente da mitocondria
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O receptor Fas possui um dominio intracelular onde FADD (Fas-
associated death domain) pode ligar-se na presenga do FasL, recrutando
pro-caspase 8 para subsequente ativacdo em caspases 8. Isto induz a
ativagcdo da caspase 3, que cliva I-CAD (Caspase-activated DNase Inhibitor),
inibidor da CAD (Caspase-activated DNase), que é liberada no nucleo da
célula e cliva o DNA. Além disso, a caspase 8 cliva a proteina Bid resultando
em uma proteina truncada (tBid) que, sobre dimerizagcdo da Bax ou Bad,
causando a liberagao do citocromo C da mitocondria. O mecanismo pelo
qual o Bax leva a permeabilizacdo da membrana mitocondrial e subsequente
liberacao de fatores pré-apoptéticos ainda continua incerto. E proposto que o
Bax interage com os poros, ou formam canais por auto-oligomerizagao. Isto
leva a liberagao do citocromo C e Smac/Diablo (Smac: second mitochondrial
derived activator of caspase; Diablo: direct IAP binding protein with low pl),
AIF (apoptosis inducing fator) e varias procaspases. O Bcl-2 inibe a
liberacdo do citocromo C e AIF no citoplasma e evita a alteracdo da
permeabilidade dos poros da membrana. No citoplasma, o citocromo C liga-
se ao APAF-1 (apoptosis- protease- activating factor). Ambas proteinas
formam o apoptossoma, que converte procaspase 9 em caspase 9. Isto
resulta na diminuicdo das caspases efetoras. Smac/DIABLO ligam-se as IAP
(inibidores da apoptose) e previne-as da inibicdo da caspase 9 e caspase 3.
AIF tem uma funcéo indireta na degradagcdo cromossémica ao ativar a
endonuclease G, a DNase que migra da mitocéndria para o nucleo durante a
apoptose. Durante a apoptose ndo ha fragmentacdo do DNA mitocondrial.

(BELLANCE et al. 2009)
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Fato interessante no DFSP é o baixo indice mitético e por outro lado a
agressividade e invasividade local. Sabemos que a translocagao 7;22 leva a
formagdo de uma proteina de fusdo dos genes COL1A1 e PDGF-p3, esta
levaria a estimulagdo do PDGFR-f levando a ativac&o da proliferagédo celular
e crescimento descontrolado (KONDAPALLI et al. 2005; NAKANISHI et al.
2007; SZOLLOSI et al. 2008; PATEL et al. 2008). Em estudos experimentais
o tratamento com bloqueadores dos receptores de PDGF levam a intensa
apoptose (SJOBLOM et al. 2001). Os estudos de DFSP e proteinas da
apoptose mostram que a expressao de Bcl-2 (inibidor da apoptose) em
DFSP é variavel, em 18 casos, foi visto expressao intensa em apenas 3
(SUSTER et al. 1998). Nao ha estudos na literatura sobre DFSP e Bax
(indutor da apoptose), Caspases, APAF-1, Fas e Fas-ligante. Com os
marcadores Caspase 8, Fas, Fas-ligante poderemos avaliar a via extrinseca
da apoptose, enquanto com Caspase 9 e APAF-1 avaliaremos a via

intrinseca (KUIDA et al. 1998; NAGATA et al. 1999).
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OBJETIVOS

Avaliar as expressdes imunoistoquimicas de marcadores de
apoptose, proliferacdo celular e invasividade, e correlacionar com
recidiva.

Estudo da fusdo de COL-IA1/PDGF-B por FISH (hibridizagao
fluorescente in situ) e analise da frequéncia de translocagao 17;22 na
populacdo em estudo. Correlacionar com a recidiva.

Avaliar as margens cirurgicas utilizadas nas ressecc¢des e avaliar o

impacto na recorréncia tumoral.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 POPULAGAO DE ESTUDO E TAMANHO DA AMOSTRA.

Foram estudados retrospectivamente 61 pacientes com DFSP,
atendidos no periodo entre 1978 a 2010 nos departamentos de Oncologia
Cuténea e Cirurgia Pélvica do Hospital A. C. Camargo. O levantamento
constou de revisdo de prontuarios de todos os pacientes para analise clinica

ap6s aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo todos os casos de dermatofibrossarcomas
confirmados apds revisdao diagndstica por patologista especialista em
sarcomas, que apresentassem blocos de parafina para a confecgdo do TMA
e prontuarios do Servigo de Arquivo Médico (SAME) condizentes com as

caracteristicas clinicas dos pacientes.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo todos os casos nao confirmados como
DFSP apo6s revisdo histolégica, assim como aqueles em que ndo foram

encontrados os blocos de parafina e/ou clinica ndo condizente nos
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prontuarios do SAME (Anexo 1).

3.4 TECNICAS UTILIZADAS NO DEPARTAMENTO DE

ANATOMIA PATOLOGICA

Os espécimes estudados foram fixados em formalina a 10% em sua
grande maioria em formol tamponado, segundo os procedimentos normais
de técnica histolégica da AFIP e estdo armazenados em blocos de parafina.
A partir deles, foram preparadas novas laminas histolégicas, coradas pela

hematoxilina e eosina, em secg¢des de 4 micrometros.

3.4.1 Confeccao do TMA

Os blocos de parafina foram analisados para determinarmos a melhor
area para pungao a fim de evitar amostras sem tumor para o TMA. Além
disso o TMA foi realizado em duplicata para minimizar o risco de obter
amostras inadequadas. Para a confec¢gao do TMA foi utilizado o aparelho
disponivel no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital A. C.
Camargo tissue microarrayer (Beecher Instruments ®, Silver Spring, EUA)

As amostras foram puncionadas com punchs de 1 mm (TMA punch
MP10-1 mm). Uma amostra de placenta foi utilizada na primeira posi¢ao do
TMA para definir a ordem das amostras.

As laminas com o TMA foram preparadas e realizado
imunoistoquimica com cada marcador.

Para o mapeamento das amostras no TMA foi utilizado o Excel®
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(Mac® — Microsoft® office 2011)

Imunoistoquimica para MIB1, CD34, Metaloproteinases 1, 9, 14; Bcl-2, Bax, APAF-1,

caspases 8 e 9, Fas e Fasl

Figura 11 - Foto do TMA em duplicata. Spots de 1mm

As imunoistoquimicas foram realizadas nas laminas de TMA. Para
cada reagente foi realizado protocolo padréo especifico. Foram escolhidos
marcadores de apoptose, invasividade e proliferacao celular.

Os de invasividade foram Metaloproteinases 1, 9 e 14 e os de
apoptose, Bcl-2, Bax, APAF-1, caspases 8 e 9, Fas e Fas-ligante. Além
destes, foi pesquisado também o CD34, que é positivo na maioria dos

dermatofibrossarcomas. A analise de proliferagdo celular foi analisada



29

através da expressao da proteina MIB1 (Ki67).

As reagdes de imunoistoquimica foram realizadas nos cortes
histolégicos representativos da neoplasia e nas laminas de TMA, pela
técnica de complexo “Polimer detection System”.

As laminas foram previamente revestidas por solucdo de 3-
aminopripyltriethosy-silano (APTS-Sigma® A3648) diluido a 4% em acetona.

Os cortes histolégicos foram desparafinizados e preparados por
passagens sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperagcao
antigénica pelo calor com irradiagdo em banho-maria utilizando-se tampéo
citrato, pH 6.0 por 40 minutos, deixando mais 10 minutos a temperatura
ambiente. A seguir foi feito o bloqueio da peroxidase endégena com solugéo
de perdxido de hidrogénio a 3% (adgua oxigenada 10 vol.) com trés trocas de
5 minutos cada.

Apos o bloqueio da peroxidase, também foi feito o bloqueio de
proteina (DAKO® Protein Block Serum-Free) 20 minutos. A seguir, as
laminas foram incubadas com os seguintes anticorpos primarios:

e Ki67 (monoclonal de camundongo clone KiS5 Dako® Cdédigo M7187)

e (CD34 (monoclonal de camundongo clone QBEnd10 Dako®caodigo
MZ165)

e MMP1 (policlonal Neomarkers® codigo RB-9225P)

e MMP9 (policlonal Neomarkers® codigo RB-9234P)

e MMP14 (policlonal Neomarkers® codigo RB-9254P1)

e Bcl-2(Clone 124 Dako®cdédigo M0887)

e APAF-1(clone E38 marca Epitomics® codigo 1038-1
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e Caspase 8-(clone 11B6 marca NovoCastra® cédigo NCL-CASP-8)

e Caspase 9-(clone 2C9B11 marca NovoCastra® cddigo NCL-CASP-9).

e FAS/CD95, APO-1/DX2— Mouse anti-human. Clone: DX2. DAKO - cat
M3554

e FAS-L — Mouse anti-human — clone 5D1 NOVOCASTRA - cat NCL-

FAS-L.

O periodo de incubagdo em camara umida foi de 2 horas, a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo as laminas foram lavadas em
tampao PBS com trés trocas de 5 minutos cada. Apés, foram incubadas com
NovoLinK Max Polymer (Novocastra®) segundo instru¢gées do fabricante por
30 minutos a temperatura ambiente para o pds primario, seguidas por trés
lavagens de 5 minutos em PBS. As Iaminas foram reveladas com solugéo de
Diaminobenzidina (DAB, DAKO®) e contra coradas com hematoxilina de

Harris (Merck®).

3.4.2 Leitura das Laminas de Imunoistoquimica

Para leitura das laminas foi utilizado o aparelho Scanscope e o
software Aperio. Para os espécimes incluidos no TMA, avaliados dois
“spots” de cada caso (a reacao foi feita em 2 laminas com intervalo de 50
cortes entre elas, para garantir que se avalie areas distintas do tumor). A
amostra foi considerada representativa quando continha neoplasia em pelo

menos 25% do cilindro.



31

3.4.3 Interpretagcao das Reagdes Imunoistoquimicas

O APERIO SCANSCOPE XT realizou a analise quantitativa da
expressao de todas imunoistoquimicas. Especificacbes do aparelho e
principais passos na analise do TMA encontram-se nos anexos.

De maneira resumida, os componentes do APERIO SCANSCOPE XT
consistem de um microscoépio digital automatizado (escaneador de laminas)
e de um computador com janela para captura de imagens e um sistema de
processamento das imagens. Cada lamina corada por imunoistoquimica é
digitalizada e as imagens capturadas sao revisadas pelo patologista na tela
do computador. A area tumoral é marcada pelo patologista. O APERIO
SCANSCOPE XT é capaz de detectar, contar e classificar células baseadas
na cor, tamanho e formato. Detalhes sobre o “hardware” e “software” do
APERIO SCANSCOPE XT estao disponiveis no web site da empresa
(www.aperio.com).

Para analise da expressao utilizou-se a funcdo computacional
Positive Pixel Count. Desta forma é possivel uma analise mais uniforme e
mais objetiva das amostras. As laminas de TMA foram escaneadas e todos
os spots do TMA foram analisados para a delimitacdo da area tumoral. A
analise da positividade ¢é feita pelo software pela contagem de pixels, sendo

este valor expresso em porcentagem.
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Figura 12 - Spot de TMA com IHM positiva para CD34

Figura 13 - Analise da positividade pelo software Aperio. Areas vermelhas sdo
forte positivas, alaranjadas médio positivas, amarelo fracas positivas e azul negativas.
Areas brancas sdo automaticamente descartadas pelo software. Spot com 1mm de

diametro.
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3.4.4 Estudo da Fusdo de COL-1A1/ PDGF- 3

Foi realizada pela hibridizagao in situ fluorescente (FISH)

3.4.5 Hibridizagao in situ fluorescente (FISH)

A Hibridizagao in situ fluorescente foi realizada em “tissue microarray”
contendo os casos de DFSP “spotados” em duplicata. Por ndo existir sondas
para a pesqueisa da mutacdo do DFSP em nosso pais, a analise de
hibridizagado in situ foi realizada na Clinica Mayo, Minnesota, USA. Sondas
locus especificas para os cromossomos 17 e 22 envolvendo o0s genes
COL1A1 e PDGF-B foram aplicadas aos cortes de tecido obtidos a partir dos
blocos de parafina. As hibridizacdes foram realizadas em ensaios com dois
dias de duragdo. Os cortes histolégicos de 5 uym de espessura foram
colocados em laminas de vidro cobertas com material adesivo. Em seguida
foram submetidos a desparafinizagcdo com xileno quente (70° C) e frio
(temperatura ambiente) por 20 minutos cada, seguindo-se de 3 passagens
adicionais em xileno a temperatura ambiente, 5 minutos cada. Apds 3
passagens em alcool absoluto e lavagem com agua corrente, as laminas
foram colocadas por 20 minutos em solucdo de 0,2N HCL a temperatura
ambiente. Em seguida foram lavadas em agua corrente e aquecidas em
solugcdo 2xSSC a 75°C em banho-maria por 30 minutos. Os cortes foram
entdo submetidos a digestdo enzimatica com proteinase K (0.25mg/ml
diluida em 2x SSC -tampao salino de citrato de sédio) por 20 minutos a 45°C
em banho-maria, lavados com solugdo 2 x SSC, desidratados com etanol

em concentragdes crescentes (70%, 85% e 96%, 2 minutos cada) e
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deixados secando na temperatura ambiente por 45 minutos. Em seguida foi
realizada a aplicacdo das sondas sobre os cortes de tecido, cobertos com
laminula e vedados com material selante. As Idminas foram colocadas no
hibridizador (Hybridizer - DAKO®) e foi realizada a codenaturagao da sonda
e espécime por 10 minutos a 80°C, seguindo-se de hibridizagdo a 37°C por
18 horas (ou segundo indicagao do fabricante). No segundo dia, os cortes
foram retirados do hibridizador e, apds remog¢ao do selante, colocados por
30 minutos em uma solucao de 1,5M Urea/0,1 xSSC pré-aquecida a 45° C,
lavados com solucdo 2x SSC a temperatura ambiente por 2 minutos,
desidratados com passagens em etanol (70%, 85% e 96%, 2 minutos cada)
e deixados secando por cerca de 1 hora em local escuro. A seguir foi feita a
contracoloragdo com 20 ul de DAPI (meio de montagem contendo DAPI,
Vysis®) e montagem com laminula. As laminas foram levadas para
observagcdo no microscopio trinocular com fluorescéncia de mercurio
(Olympus® BX41-FL-Ill), equipado com objetiva de imersdo e com os filtros
adequados. As imagens obtidas foram capturadas com uma camera colorida
digital refrigerada (5.1 megapixel) acoplada ao microscépio acima, usando o
programa para analise de imagem Image Pro®Plus versao 6.0 (Olympus®).
Em cada caso, sinais fluorescentes foram contados em um minimo de
100 nucleos, para cada conjunto de sondas, estabelecendo a localizagao

entre os sinais de interesse.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

A caracterizagdo da populacdo de estudo foi realizada por meio de
estatistica descritiva.

Para a analise dos fatores clinicos relacionados com a recorréncia foi
utilizado o teste exato de Fischer. Ndo foi possivel utilizar Kaplan-Meier para
avaliagdo da sobrevida livre de doenca devido a pequena amostra e o
pequeno numero de recorréncias.

Para avaliagdo da relagdo da intensidade dos marcadores com a
recorréncia foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

O nivel de significancia adotado em todos os testes estatisticos foi
igual a 5%.

Os calculos foram realizados com software SPSS ®.
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4 RESULTADOS

Dos 61 pacientes, 31 (50,8%) sao do sexo masculino e 30 (49,2%)
feminino, ndo havendo relagdo do género com chance de recidiva.

O seguimento mediano foi de 70,9 meses, sendo o minimo 1,84 més
€ 0 maximo 264,7 meses. O desvio padrao foi 49,6.

A média de idade foi 36,43 e a mediana 36, com um desvio padrao de
14,1 O paciente com menor idade apresentava 2 anos € o com maior idade
era 73 anos.

Quanto a localizagao dos tumores, 32 (52,5%) apresentavam o tumor
no tronco, 19 (31,1%) em membros e 10 (16,4%) em cabecga e pescogo.

Apesar do pequeno numero de recidivas apos o tratamento no
Hospital A. C. Camargo, 17 pacientes (27,9%) ja haviam apresentado pelo
menos uma recorréncia antes do tratamento no Hospital A. C. Camargo, 5
(8,2%) apresentaram duas recidivas, 4 (6,6%) 3 recidivas e 1 (1,6%) 4
recidivas. 34 (55,7%) chegaram ao hospital para o primeiro tratamento da
doenca.

Em relacdo as margens cirurgicas, 32 pacientes (52,5%) foram
tratados com margens cirurgicas de 3cm ou mais, enquanto 26 (42,6%)
foram tratados com margens inferiores a 3 cm. Categorizando as margens
cirurgicas, 16 (26,2%) tiveram margens menores que 2 cm, 10 (16,4%)

margens entre 2 e 3cm, 32 (52,5%) com margens com 3cm ou mais.
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Tabela 2 - Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos 61 pacientes com
dermatofibrossarcoma

Variavel n (%)
Sexo
Masculino 31 49,2%
Feminino 30 50,8%
Localizagao
Cabeca e pescoco 10 16,4%
Tronco 32 52,5%
Membros 19 31,1%
Recorréncia do tumor antes da admissao A C
Camargo
Sim 27 44.3%
Nao 34 55,7%
Margem cirargica de pelo menos 3 cm
Sim 32 52,5%
Nao 26 42,6%
Margem cirurgica categorizada
Até 1,9cm 16 26,2%
2a29cm 10 16,4%
3 cm ou mais 32 52,1%
Radioterapia
Sim 6 9,8%
Nao 55 90,2%
Translocagao genémica
Sim 35 77,8%
Nao 10 22,2%

Em relagdo ao tratamento adjuvante, apenas 9,8% (6) realizaram
radioterapia e 90,2% (55) receberam tratamento cirurgico isolado.

Quanto a translocagdo gen6mica presente na maioria dos casos de
dermatofibrossarcoma, foi possivel analise por hibridizacdo in situ em
apenas 73,8% dos blocos de parafina, sendo que nos que foram

pesquisados, a positividade da translocacéo ocorreu em 77,8%.
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41 FATORES RELACIONADOS COM A RECORRENCIA APOS

TRATAMENTO NO A.C. CAMARGO

Para a avaliacdo dos casos das recorréncias, foram consideradas
apenas as recorréncias que ocorreram apos o tratamento no HACC, ou seja,
nesta analise haviam pacientes que nunca apresentaram recidiva e
pacientes que haviam apresentado recidiva prévia ao tratamento no HACC.

Ocorreram apenas seis recorréncias apoés o tratamento no HACC.

4.1.1 Género
O Género nao interferiu no risco de recorréncia. 2 (6,7%) dos

pacientes femininos recorreram contra (12,9%) dos masculinos. P=0,671

4.1.2 Localizagao do tumor
A localizagdo do tumor também nao interferiu na recorréncia. As
recidivas em cabeca e pescogo, tronco e membros foram 1 de 10 pacientes

(10%), 3 de 32 (9,4%) e 2 de 19 (10,5 %) respectivamente. P=0,326.
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Tabela 3 — Localizag&do do tumor e recorréncia tumoral

Recorréncia

Nao Sim ¢]
Localizagao
Cabega e pescoco 9 (90,0%) 1(10,0%) 0,326
Tronco 29 (90,6%) 3(9,4%)
Membros 17 (89,5%) 2 (10,5%)

Ocorreram apenas 3 (4,91%) Obitos entre estes pacientes,

sendo apenas 1 (1,6%) relacionada com o dematofibrossarcoma.

4.2 RECORRENCIA DO TUMOR ANTES DA ADMISSAO NO A. C.

CAMARGO

Entre os pacientes que n&o tiveram recidiva antes ao AC Camargo
apenas 2 (5,7%) apresentaram recidiva apos o tratamento, enquanto os que
ja haviam apresentado recorréncia antes do A. C. Camargo, 4 (15,4%)

recidivaram, porém nao houve significancia estatistica. P=0,387

Tabela 4 — Relacdo da recorréncia tumoral e status antes da admissao ao
HACC

Recorréncia apos tratamento

no A C Camargo

Histodria de recorréncia tumoral antes da Nao Sim p
admissao HACC
Nao 33 (94,3%) 2 (5,7%) 0,387

Sim 22 (84,6%) 4 (15,4%)
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4.2.1 Margens cirargicas 3 cm ou mais
Nesta amostra, nenhum paciente com 3 cm ou mais de margens
apresentou recorréncia, ao contrario, os pacientes tratados com menos de 3

cm de margens apresentaram 5 (19,2%) de recorréncia. p = 0,014

Tabela 5 — Margens de pelo menos 3 cm e recorréncia tumoral

Recorréncia do tumor

Margem cirurgica de pelo menos 3 cm Nao Sim o]
Nao 21 (80,8%) 5(19,2%) 0,014
Sim 32 (100,0%) 0 (0%)

4.2.2 Margens 2 cm
Utilizando margens de 2 cm como corte, obtivemos 4 (25,0%)
recorréncias em pacientes com margens menores que 2cm contra 1 (2,4%)

nos pacientes com margens maiores que 2cm. P=0,018

Tabela 6 — Margens cirurgicas de pelo menos 2 cm e recorréncia tumoral

Recorréncia do tumor

Margens cirargicas de pelo menos 2 cm Nao Sim p
Néo 12 (75,0%) 4 (25,0%) 0,018
Sim 41 (91,4%) 1(2,4%)

4.2.3 Margens cirurgicas categorizadas
Categorizando as margens em até 1,9cm, 2 a 3cm ou maior que 3cm,

houve diferenca em relagédo ao valor da margem. P = 0,01
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Tabela 7 — Margens cirurgicas e recorréncia tumoral

Recorréncia do tumor

Margem cirargica Nao Sim p
<2cm 12 (75,0%) 4 (25,0%)
>2e<3cm 9 (90,0%) 1(10,0%) 0,01
3 cm ou mais 32 (100,0%) 0 (0,0%)
. FISH

A positividade do FISH n&o apresentou significancia estatistica em
relagdo a recorréncia, apesar da discrepancia da evolucdo entre os dois
grupos, 3 (30,0%) recidivas nos pacientes com FISH negativo contra 2
(5,7%) em pacientes com FISH positivo. P=0,065. Isto ocorreu

provavelmente devido ao pequeno numero de recidivas

Tabela 8 - Relagao do status do FISH e recorréncia tumoral

Recorréncia do tumor

FISH Nao Sim p

Negativo 7 (70,0%) 3 (30,0%) 0,065
Positivo 33 (94,3%) 2 (5,7%)
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Tabela 9 — Positividade dos marcadores: média, mediana, variagao e desvio

padrao
Marcador Média Mediana Valor minimo Valor maximo Desvio padrao
MMP1 0,61 0,63 0,13 0,99 0,24
MMP9 0,70 0,75 0,07 0,98 0,22
MMP14 0,35 0,26 0,01 0,87 0,25
Bcl-2 0,21 0,17 0,01 0,67 0,17
FASL 0,47 0,51 0,01 0,97 0,29
FAS 0,75 0,83 0,11 0,98 0,21
CASPASE 8 0,47 0,49 0,01 0,99 0,32
CASPASE 9 0,37 0,34 0,01 0,94 0,25
APAF-1 0,077 0,049 0,00 0,75 0,11
BAX 0,39 0,33 0,00 0,97 0,29
MIB1 0,43 0,47 0,03 0,89 0,24
CD34 0,68 0,79 0,05 0,99 0,27

Tabela 10 — O teste de Mann-Whitney ndo mostrou significAncia estatistica

entre as amostras de pacientes com recidiva e sem recidiva. O valor de p
refere-se ao teste de Mann-Whitney, mostrando indiretamente a diferenca entre os dois

grupos
Marcador Mediana de positividade do marcador de
acordo com a recidiva
Com recidiva Sem recidiva ¢]

MMP1 0,6343 0,6385 0,874
MMP9 0,8195 0,7487 0,598
MMP14 0,2327 0,2623 0,891
BCL-2 0,3356 0,1583 0,306
FAS 0,6639 0,8384 0,331
FASL 0,6777 0,4994 0,265
CASPASE 8 0,6457 0,4284 0,410
CASPASE 9 0,4063 0,3193 0,484
APAF-1 0,0400 0,0490 0,5
BAX 0,3921 0,3232 0,716
MIB1 0,4823 0,4796 0,874
CD34 0,5423 0,7944 0,09
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4.3 RECORRENCIA EM RELAGAO AO MARCADORES

4.3.1 Marcadores de invasividade

. MMP1

1,00+

0,80

0,60

MMP1

0,40

0,204

0,00+

Nao Sim

Recorréncia do tumor

Figura 14 — Boxplot MMP1 e recorréncia. p=0,874

Nao houve relagao da intensidade da positividade do marcador MMP1
com a recorréncia. O teste de Mann-Whitney n&o mostrou significancia

estatistica. p=0,874
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Figura 15 — Boxplot MMP9 e recorréncia. p=0,598

Recorréncia do tumor

Sim

N&o houve relacdo da intensidade da positividade do marcador MMP9

com a recorréncia. O teste de Mann-Whithey n&o mostrou significancia

estatistica. p=0,598
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Figura 16 - Boxplot MMP14 e recorréncia. p=0,891

Ndo houve relagcdo da intensidade da positividade do marcador
MMP14 com a recorréncia. O teste de Mann-Whitney ndo mostrou

significancia estatistica. p=0,891
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Figura 17 - Boxplot Bcl-2 e recorréncia. p=0,306

Nao houve relagao da intensidade da positividade do marcador BCL-2
com a recorréncia. O teste de Mann-Whithey n&o mostrou significancia

estatistica. p=0,306
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. FAS
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Figura 18 - Boxplot FAS e recorréncia. p=0,331

Nao houve relacdo da intensidade da positividade do marcador FAS
com a recorréncia. O teste de Mann-Whitney ndo mostrou significancia

estatistica. p=0,331
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Figura 19 - Boxplot FASL e recorréncia. p=0,265

Nao houve relacéo da intensidade da positividade do marcador FASL
com a recorréncia. O teste de Mann-Whitney ndo mostrou significancia

estatistica. p=0,265
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Figura 20 - Boxplot Caspase 8 e recorréncia. p=0,410

Nao houve relacdo da intensidade da positividade do marcador
CASPASE 8 com a recorréncia. O teste de Mann-Whitney ndo mostrou

significancia estatistica. p=0,410
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Figura 21 - Boxplot Caspase 9 e recorréncia. p=0,484

Ndo houve relagcdo da intensidade da positividade do marcador
CASPASE 9 com a recorréncia. O teste de Mann-Whitney ndo mostrou

significancia estatistica. p=0,484
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Figura 22 - Boxplot Apaf1 e recorréncia. p=0,5

Nao houve relacédo da intensidade da positividade do marcador APAF
1 com a recorréncia. O teste de Mann-Whitney ndo mostrou significancia

estatistica. p=0,5
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Figura 23 - Boxplot BAX e recorréncia. p=0,716

Nao houve relagdo da intensidade da positividade do marcador BAX
com a recorréncia. O teste de Mann-Whithey ndo mostrou significancia

estatistica. p=0,716
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Figura 24 - Boxplot MMP1 e recorréncia. p=0,87

Nao houve relacédo da intensidade da positividade do marcador MIB 1
com a recorréncia. O teste de Mann-Whithey ndo mostrou significancia

estatistica. p=0,874
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Figura 25 - Boxplot MMP1 e recorréncia. p=0,09

Nao houve relacido da intensidade da positividade do marcador CD34
com a recorréncia. O teste de Mann-Whithey ndo mostrou significancia

estatistica. p=0,09
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44 RESULTADOS CONSIDERANDO PACIENTES TRATADOS

COM MARGENS DE SEGURANCA MENORES QUE 3 CM

Tabela 11 - O teste de Mann-Whitney mostrou significancia estatistica
apenas em relacdo ao marcador FASL comparando as amostras de

pacientes com recidiva e sem recidiva. O valor de p refere-se ao teste de Mann-
Whitney, mostrando indiretamente a relagao entre os dois grupos.

Mediana de positividade do marcador de

Marcador
acordo com a recidiva
Com recidiva Sem recidiva p

MMP1 0,7045 0,6385 0,406
MMP9 0,8825 0,7487 0,40
MMP14 0,3093 0,2640 0,691
BCL-2 0,3489 0,1872 0,088
FAS 0,6896 0,7479 0,972
FASL 0,7906 0,4561 0,048
CASPASE 8 0,6898 0,2775 0,063
CASPASE 9 0,4075 0,3669 0,446
APAF-1 0,0300 0,0600 0,836
BAX 0,4554 0,1092 0,289
MiB1 0,4948 0,3611 0,235

CD34 0,7803 0,7702 0,403




56

4.4.1 Marcadores de invasividade
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Figura 26 — Boxplot MMP1 e recorréncia. p= 0,406

A metaloproteinase 1 n&o se relacionou com a taxa de recidiva do
tumor nos pacientes tratados com margens de seguranga menores que 3cm.

p=0,406
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Figura 27 - Boxplot MMP9 e recorréncia. p= 0,40

A metaloproteinase 9 n&o se relacionou com a taxa de recidiva do
tumor nos pacientes tratados com margens de seguranga menores que 3cm.
p=0,40
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Nao

Recorréncia do tumor

Figura 28 - Boxplot MMP14 e recorréncia. p= 0,691

p=0,691

A metaloproteinase 14 ndo se relacionou com a taxa de recidiva do

tumor nos pacientes tratados com margens de seguranga menores que 3cm.

p=0,691



4.4.2 Marcadores de apoptose
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Figura 29 - Boxplot Bcl-2 e recorréncia. p= 0,088

59

A expressao marcador Bcl-2 ndo se relacionou com a taxa de recidiva

do tumor nos pacientes tratados com margens de seguranga menores que

3cm. P=0,088
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Figura 30 - Boxplot FAS e recorréncia. p= 0,972

A expressdao do marcador FAS nao se relacionou com a taxa de
recidiva do tumor nos pacientes tratados com margens de seguranga

menores que 3cm.p=0,972
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Figura 31 - Boxplot FASL e recorréncia. p= 0,048

p=0,048

Houve relacdo com a expressao da proteina FASL com a recidiva

tumoral nos pacientes tratados com margens de seguranga menores que

3cm. p=0,048
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Figura 32 - Boxplot Bcl-2 e recorréncia. p= 0,063

A expressao do marcador caspase 8 nao se relacionou com a taxa de
recidiva do tumor nos pacientes tratados com margens de seguranga

menores que 3cm. p=0,063
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Figura 33 - Boxplot Caspase 9 e recorréncia. p= 0,446

A expressao do marcador caspase 9 nao se relacionou com a taxa de
recidiva do tumor nos pacientes tratados com margens de seguranga

menores que 3cm. p=0,446
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Figura 34 - Boxplot APAF-1 e recorréncia. p= 0,836
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A expressao do marcador APAF-1 ndo se relacionou com a taxa de

recidiva do tumor nos pacientes tratados com margens de segurancga

menores que 3cm. p=0,836



J BAX

65

1,00

B0

60—

BAX

.40

ritky

00—

Figura 35 - Boxplot BAX e recorréncia. p= 0,289
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A expressdo do marcador BAX nao se relacionou com a taxa de

recidiva do tumor nos pacientes tratados com margens de segurancga

menores que 3cm. p=0,289
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Figura 36 - Boxplot MIB1 e recorréncia. p= 0,235

O marcador de proliferagcao celular ndo se relacionou com a taxa de
recidiva do tumor nos pacientes tratados com margens de seguranga

menores que 3cm. p=0,235
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Figura 37 - Boxplot CD34 e recorréncia. p= 0,403

A expressao do marcador CD34 ndo se relacionou com a taxa de

recidiva do tumor nos pacientes tratados com margens menores que 3cm.

p=0,403
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. FISH
A presencga da translocagdo n&o se correlacionou com a recorréncia

tumoral em pacientes tratados com margens menores que 3 cm.

Tabela 12 — Status do FISH e recorréncia tumoral em pacientes tratados
com margens menores que 3 cm.

Recorréncia do tumor
FISH Nao Sim p
Negativo 4 (66,7%) 2 (33,3%) 0,549
Positivo 12 (85,7%) 2 (14,3%)
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5 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo correlacionar o prognodstico dos
pacientes com diversos marcadores de apoptose, invasao e proliferacao
celular, assim como com a presenga da translocagao caracteristica do
DFSP. A amostra de 61 casos apesar de pequena, € uma amostra
significativa por se tratar de DFSP, um tumor com incidéncia tdo pequena, o
que resulta em estudos com pequena amostra de pacientes. Na literatura
existem estudos com numero maior de pacientes, porém nao com analise de
marcadores de apoptose, invasao e proliferacdo celular e realizando
correlagao com o progndstico (LADSTEIN et al. 2010).

Alguns fatores que seriam de grande interesse nao puderam ser
avaliados, dentre eles, a invasao tumoral e o tamanho da neoplasia. Isso
ocorreu pois a maior parte dos pacientes realizaram bidpsias fora do A. C.
Camargo. Apesar dos blocos terem sido trazidos ao Laboratério de Patologia
para serem revisados, nao foi possivel avaliar o tamanho real da neoplasia
que encontrava-se apenas no laudo anatomo patoldgico externo, assim
como avaliar a invasao tumoral. Assim, estes fatores que sao de grande
interesse nao puderam ser avaliados, ficando fora desta analise.

Um fator limitante neste trabalho foi o fato de haver apenas 6
recidivas em 61 pacientes (9,83%). Devido a estes pequenos numeros a
analise estatistica fica limitada, pois com mais casos provavelmente

teriamos mais chances de obter significancia estatistica nas analises.
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51 GENERO

O género, diferentemente de outros tumores cutdneos como o
melanoma maligno em que pacientes do sexo feminino tendem a ter melhor
prognéstico, no DFSP ndo houve diferenga estatistica em relagdo a

recidivas.

5.2 MARGENS CIRURGICAS

Atualmente, a maioria dos casos de DFSP tratados no HACC, tém as
margens avaliadas integralmente conforme método descrito por HAFNER et
al. (2008). A maior parte dos casos deste estudo tiveram as margens
cirurgicas avaliadas pelo método convencional com cortes transversais. Isto
explica o total de 9,83% de recidiva, que é maior quando comparada as
técnicas em que as margens cirurgicas sdo avaliadas integralmente, porém
ainda é baixa quando comparada com as séries com analise convencional
das margens cirurgicas, além do mais, 42,6% dos pacientes que realizaram
tratamento no HACC ja haviam tido pelo menos uma recidiva, ou seja, sdo
pacientes com maior chance de falha terapéutica e com tumores mais
dificeis de serem tratados. Os pacientes admitidos com recidiva de tumores
tratados em outro servico apresentaram 154% de recidivas apds o
tratamento no HACC, enquanto os que receberam o primeiro tratamento no
HACC apresentaram 5,7% de recidivas, porém sem significancia estatistica
(p=0,387). Com uma amostra maior, provavelmente poderia haver diferenga

estatistica.
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Figura 38 - Diferengca de representagdo das margens cirurgicas. Acima,
amostragem completa da margem e abaixo secgao transversal com amostragem parcial do

espécime cirurgico

O DFSP quando tratado da maneira convencional, deve ser excisado
com margens de seguranga de 3 cm. Nesta amostra, apenas 52,5% dos
pacientes tiveram o tumor excisado com esta margem, e isto mostrou ser um
fator de impacto na recidiva, pois os tumores ressecados com margens
inferiores a 3 cm tiveram recidiva de 19,2% contra 0% dos tumores
ressecados com pelo menos 3 cm (p=0,014). Observa-se que nestes
pacientes tratados com margens de 3cm ndo houve recidiva, porém muitos

estudos demonstram que mesmo utilizando margens amplas como esta
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pode-se ter até 15% de recidiva.

Quando comparado pacientes com tumores ressecados com margens
de seguranca de pelo menos 2 centimetros e pacientes com ressecgoes
com margens de seguranga menor que 2 cm, foi detectado 2,4% de
recidivas contra 25% respectivamente (p=0,018). Esta analise sugere que
margens de seguranca de 2 cm podem ser suficientes para o tratamento do
DFSP, o que estda em desacordo com a tendéncia de tratar estes tumores
com margens de seguranga de pelo menos 3 cm.

Apesar de alguns estudos mostrarem altas taxas de recidiva mesmo
com margens de seguranga amplas, outros estudos com ressecgdes com
margens inferiores a 3 cm tém mostrado baixas taxas de recidivas,
provavelmente a analise mais minuciosa de toda a circunferéncia da
amostra (RATNER et al. 1997). Assim, em pontos especificos em que ha
projecdo do tumor, €& possivel ampliar apenas a area comprometida,
poupando tecidos em areas que encontram-se livres a analise. Com isso é
possivel inferir que ndo ha um valor de margem de seguranga que seja
adequado, e sim um método cirurgico que permita identificar as areas
comprometidas apés resseccao.

Quando comparado os pacientes de acordo com as margens de
seguranga em até 1,9cm, 2 a 2,9cm e 3cm ou mais, observou-se diferenca
estatistica significativa entre o grupos, confirmando que o valor das margens
de seguranca influem nas taxas de recidiva (p=0,01).

A maior parte dos tumores (52,5%) encontravam-se no tronco. A

localizagdo ndo mostrou interferéncia no prognéstico entre os pacientes



73

avaliados, mesmo nos casos de cabega e pesco¢o em que margens de
seguranga amplas sdo mais dificeis de se atingir. Geralmente tumores nesta

localizagado tendem a ter uma maior chance de recidiva. P=0,326.

5.3 RADIOTERAPIA

Nesta analise, 9,8% dos pacientes realizaram radioterapia apds o
tratamento cirargico e 90,2% receberam tratamento cirurgico isolado. Os
pacientes que realizaram radioterapia adjuvante apresentaram maior taxa de
recidiva que os pacientes com tratamento cirurgico isolado, 50% contra
apenas 5,5% dos pacientes que n&o realizaram radioterapia (p=0,01).
Apesar de a radioterapia ndo ser utilizada rotineiramente no DFSP por se
tratar de um tumor de baixo grau, alguns trabalhos tem mostrado beneficios
em casos selecionados. Nesta amostra em que os pacientes com
radioterapia tiveram pior evolugado, isto provavelmente ocorreu pois estes
pacientes foram selecionados para radioterapia por apresentarem
resseccgoes insatisfatorias, logo esperava-se que tivessem uma evolugao

mais desfavoravel.

. FISH

A pesquisa por FISH da translocagcdo no pacientes desta amostra
mostrou que 77,8% dos paciente analisados apresentavam a mutacgao. Este
valor € menor que os valores relatados na literatura que é de 90%.

Avaliando o prognéstico dos pacientes com e sem a translocagao, observou-
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se que a taxa de recidiva nos pacientes mutados foi de 5,7%, contra 30%
nos pacientes sem a translocagcdo (p=0,065). Embora sem significancia
estatistica, percebe-se um tendéncia a maior taxa de recidiva nos pacientes
sem a mutagdo. Com um numero maior de pacientes analisados seria
possivel uma melhor conclusdo em relacdo ao status da mutacido e sua
associacdo com a recorréncia. Pensando nisto, foi realizado o calculo da
quantidade necessaria de casos para se obter resultado significativo, logo
considerando um erro alfa=5% e um beta=20%, seriam necessarios em
cada brago 36 casos (considerando todos os casos) ou 75 casos
(considerando somente os casos com margem < 3cm). Nao foi encontrado
na literatura nenhum estudo que realizou analise da presenca da mutacao
em relagdo ao risco de recidiva. A frequéncia de 22,2% dos pacientes
pesquisados nao apresentavam a mutagao. Este dado € importante pois ha
pacientes recebendo imatinib para tratamento do DFSP, porém nao ha no
Brasil sondas para a deteccao desta translocacao.

Limitando a amostra aos pacientes com margem de seguranga menor
que 3 cm, também ndo se encontrou relagdo com a recidiva, fato ja
esperado devido ao numero reduzido da amostra.

Visto que 22,2% dos pacientes ndo apresentaram translocagéo nesta
amostra, vale ressaltar que no Brasil ndo ha sondas de FISH para a
deteccdo desta mutacido e selecionar os pacientes com maior chance de

resposta ao imatinib.

5.4 MARCADORES DE INVASIVIDADE
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o MMP1 MMP9 MMP14

O DFSP é um tumor com grande invasividade local apesar da baixa
taxa de metastases a disténcia. Devido a caracteristica de crescimento
deste tumor, poderia ser esperado alguma influéncia destas proteinas de
invasdo, porém nao foi detectada relacdo deste marcador com as recidivas,
mesmo quando limitando a amostra aos pacientes com com resseccgoes
menores que 3 cm de margem de segurancga. Interessante neste tumor que
as metaloproteinases encontram-se pouco expressas, enquanto que no
dermatofibroma existe uma expressdo mais significativa destas proteinas,
porém no dermatofibrossarcoma, a expressdao de metaloproteinases
concentra-se na microvasculatura das regides mais profundas e invasivas

deste tumor (WEINRACH et al. 2004).

5.5 MARCADORES DE APOPTOSE

. BCL-2, FAS, FASL, CASPASE 8, CASPASE 9, APAF-1 e BAX
Foram realizadas analises de indutores e inibidores da apoptose.
Proteinas supressoras da apoptose como o Bcl-2 quando expressas no
tumor prolongam a vida da célula tumoral bloqueando a apoptose
(HOCKENBERY et al. 1990). Este mecanismo relaciona-se com tumores de
maior grau, progressao de doenca e alto indice mitdtico, porém a relagao
com o prognostico ainda € controversa (SASATOMI et al. 1996;

MCMENAMIN et al. 1997; SOINI et al. 1998; BERARDO et al. 1998). Estes
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marcadores também nao mostraram relacdo com a recidiva tumoral, porém
quando limitada a amostra em pacientes com margens de ressecgao
menores que 3 cm, o FASL mostrou relagdo com a recorréncia (p=0,048),
fato controverso pois o FASL tem a fungao de induzir a apoptose, logo nao
se espera que uma proteina que induza a apoptose esteja relacionada com

pior progndstico (BELLANCE et al. 2009).

. K167

O DFSP apesar do baixo indice mitotico, tende a apresentar alta
agressividade local. O Ki67 avalia o indice de proliferacdo celular e serve
como fator prognostico em diversos tumores, porém neste estudo n&o houve

interferéncia do Ki67 na recidiva (LADSTEIN et al. 2010).

o CD34

O CD34 ¢ o principal marcador caracteristico do DFSP. Quando ha
transformacao fiborssarcomatosa ha uma tendéncia a negativagao deste
marcador. Estes tumores transformados e com grau intermediario de
diferenciagdo tem um progndstico pior e com maior chance de metastases.
Fazendo uso desta logica poderia-se esperar que a positividade e
intensidade do CD34 interferisse no progndstico, porém isto ndo ocorreu.

Fica evidente que o DFSP é um tumor de dificil estudo. O principal
motivo € numero escasso de casos. Por seu um tumor que muitas vezes é
excisado completamente na bidpsia inicial, e que o tratamento é muito

variado de acordo com cada instituicao, perde-se muitos parametros para



77

uma analise adequada dos casos. Neste trabalho o tamanho do tumor e a
invasividade tumoral ndo puderam ser avaliados. A avaliagdo de sobrevida
livre de doenca por Kaplan-Meyer também nao foi factivel devido ao numero
pequeno de casos e recidivas.

Ocorreram apenas 3 (4,91%) O6bitos entre estes pacientes, sendo
apenas 1 (1,6%) relacionada com o dematofibrossarcoma. Isto mostra a

baixa letalidade deste tumor.
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CONCLUSOES

As margens cirdrgicas mostraram correlagdo com a recorréncia em
pacientes com dermatofibrossarcoma, porém margens de seguranca
de 2 cm foram aceitaveis para o tratamento, ao contrario da
recomendacao tradicional de 3cm.

Margens menores que 2 cm estao relacionadas com maior taxa de
recorréncia.

De acordo com a literatura e os dados deste estudo, devido a
caracteristica do DFSP (padrao de invasao em tentaculos, altas taxas
de recorréncias), provavelmente nao existe um valor de margem que
seja adequada para ressecgao, e sim uma técnica mais adequada em
que as margens sao avaliadas de forma mais fidedigna.

Dentre os marcadores imunoistoquimicos pesquisados, apenas o
FASL correlacionou-se com taxa de recorréncia em pacientes
tratamos com margens de seguranga menores que 3 cm.

Pacientes com histéria prévia de recidiva quando tratados no HACC
apresentaram maior taxa de recidiva porém sem significancia
estatistica.

A presenca da translocagdo cromossémica parece ter influéncia na
recidiva local, porém é necessario uma amostra maior para uma

analise estatistica mais fidedigna.
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Anexo 1 - Protocolo de Coleta de Dados para Pacientes com

Dermatofirbrossarcoma Protuberans (DFSP)

Nome:
RGH: Data de nasc.: / /
Idade atual: Idade ao diagnostico:

Numero do AP:

T2 (o ( )
(1) feminino
(2) masculino

LOCAlIZAGAO: ... .o ( )
(1) cabeca
(2) tronco
(83) membros

Situagdo no momento da admisSSA0: ...........coiviiiiiiiiiiiiinnnnn. ( )
(1) leséo primaria
(2) lesao em tratamento incompleto/bidpsia
(3) controle e seguimento
(4) avaliagao de metastase
(5) avaliagao para radioterapia

Recorréncia antes do A C Camargo..........coovevviiiiiiin e ( )
(0) ndo
(1) sim

Se sim, quantas?
Data cirurgia para a primeira recorréncia fora do AC Camargo:

Data cirurgia para a segunda recorréncia fora do AC Camargo:

Data cirurgia para a terceira recorréncia fora do AC Camargo:

Cirurgia no A C Camargo (data):




1= o =T o 0 (
(0) menor que 3 cm
(1) 3cm ou mais

11> o =T o 0 (
(1) até 1,9 cm
(2)de2a29cm
(3) 3cmou >

(99) desconhecida

(1) enxerto

(2) retalho

(3) sutura simples
(99) desconhecida

Tempo para recorréncia 1 (em meses):
Data da cx 1:

Tempo para recorréncia 2 (em meses):
Data cx 2:

Tempo para recorréncia 3 (em meses):
Data cx 3:
Tempo para recorréncia 4 (em meses):
Data cx 4:

Tempo para recorréncia 5 (em meses):
Data cx &:

Data da ultima cirurgia:

Fez tratamento com radioterapia: ...........ccoooeiiiiiiiiii (
(0) ndo
(1) sim

(99) desconhecido

RealiZado USG?.......eiiiiiiiieieeeee et (
(0) ndo

(1) sim

(99) desconhecido

(0) néo
(1) sim



(99) desconhecido

(0) ndo
(1) sim
(99) desconhecido

Data da ultima consulta: / /

Status:
1 vivo sem doenca
2 vivo com doenga
3 Obito por cancer, especificar
4 Obito por outras causas
99 desconhecido



