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RESUMO

Reis MP. Analise imuno-histoquimica da expressio de SOX9 em leiomiomas,
leiomiomas atipicos e leiomiossarcomas uterinos. Sao Paulo; 2016. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundac¢ao Anténio Prudente].

Os leiomiossarcomas de tutero correspondem cerca de 3% dos tumores malignos
ginecologicos, mas apresentam alta morbimortalidade. O quadro clinico e os exames
radiologicos podem se confundir com patologias benignas do utero e muitas vezes
ndo confidveis para a suspeita diagnostica. A sarcogénese dos leiomiossarcomas,
assim como a natureza exata da célula progenitora permanece obscura. O tratamento
primdrio € cirirgico e o papel da quimioterapia e radioterapia adjuvantes permanece
incerto. A proteina SOX9 ¢ membro da familia de fatores de transcricdo SOX que
sdo reguladoras do “high mobility group” e promovem a transcri¢ao de fatores que se
ligam ao DNA. Apresenta importante papel na diferenciacdo, proliferacao e morte
celular. Os objetivos foram: Avaliar a expressao proteica por imuno-histoquimica do
SOX9 em leiomiomas, leiomiomas atipicos, STUMP e em leiomiossarcomas
uterinos; Correlacionar a expressao proteica por imuno-histoquimica do SOX9 com
as variaveisclinicas e anatomopatoldgicas nos leiomiossarcomas uterinos; Avaliar a
expressdo proteica por imuno-histoquimica do SOX9 como possivel fator
prognostico nos leiomiossarcomas uterinos.As informacgdes clinicas e algumas
patologicas foram obtidos de prontuarios dos pacientes tratados no A.C.Camargo
Cancer Center, no periodo de 1982 e 2013. A expressdo da proteina SOX9 nos
leiomiomas, leiomiomas atipicos, STUMP e leiomiossarcoma de utero foi de 19,6%,
40%, 50% e 55,9%, respectivamente. Houve diferenca significativa da presenca de
expressdao de SOX9 entre a leiomiomas e leiomiossarcomas (p=0,001). A expressao
de SOX9 ndo se correlacionou com as variaveis clinico patoldgicas. Na andlise
univariada, o tamanho do tumor > 10 cme presenca de doenga extrauterina tiveram
impacto negativo na sobrevida global. Presenca de doenga extrauterina, local do
tratamento e periodo do tratamento inicial correlacionaram com pior sobrevida livre

de doenca. A expressdao de SOX9 nao teve impacto emsobrevida.



SUMMARY

Reis MP. [Imunohistochemical analysis of SOX9 expression in leiomyoma,
atypical leiomyoma and uterine leiomyosarcoma]. Sao Paulo; 2016. [Dissertacdo

de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Uterine leiomyosarcoma accounts for only 3% of gynecological tumors, however
related to high morbimortality. Clinical profile and imaging are usually similar the
benign uterine disease and are not reliable for the diagnosis. The leiomyosarcomas
sarcogenesis and the exact origin of progenitor cell remain unclear. The primary
treatment is surgery and the impact of adjuvant chemotherapy and radiotherapy
remains uncertain. The SOX9 protein is a family member of the transcription factor,
whichis regulators of “high mobility group” and promotes the transcription factors
that bind to DNA.It has an important rolein differentiation, proliferation and
apoptosis. Our objectives were: Evaluate the immunohistochemical expression of the
SOX9 protein in the leiomyoma, atypical leiomyoma, STUMP and uterine
leiomyosarcoma; Correlate SOX9 expression to clinical and pathological variables in
uterine leiomyosarcoma; Analyze the prognostic value of SOX9 expression in
uterine leiomyosarcoma. The clinical and some pathological information were
obtained from patients’ records treated at A.C.Camargo Center between 1982 and
2013. The presence of SOX9 protein expression in leiomyomas, atypical
leiomyomas, STUMP and uterine leiomyosarcomas werefound in 19,6%, 40%, 50%
and 55.9%, respectively. There was significant difference in SOX9 expression
between leiomyomas and leiomyosarcomas (p=0.001). SOX9 expression did not
correlate to clinicopathological variables. Tumor size > 10 cm and presence of extra
uterine disease had negative impact in overall survival. Extra uterine disease, site of
first surgery and period of treatment related to worse disease free survival. SOX9

expression had no prognostic impact.
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1 INTRODUCAO

1.1 SARCOMAS UTERINOS

O cancer do utero ¢ o sétimo cancer mais comum em mulheres brasileiras,
com estimativa de 6950 casos novos em 2016. Representa cerca de 3,4% de todas as
neoplasias malignas (Ministério da Satde 2016).

Os sarcomas uterinos sdo tumores raros e representam 1% dos tumores
malignos do trato genital feminino e apenas 3 a 9% dos tumores malignos do utero
(D’ANGELO e PRAT 2010). A incidéncia do sarcoma uterino ¢ de 1,5 (caucasianos)
a 3 (afro-americanas) casos por 100.000 pessoas (BROOKS et al. 2004; D’ANGELO
e PRAT 2010; TROPE et al. 2012).

As neoplasias mesenquimais uterinas apresentam ampla variedade
histopatologica e inclui tumores benignos, malignos e aqueles de comportamento
biologico indeterminado. Os tumores sdo derivados da diferenciacdo de tecidos
mesodérmicos em tecidos que constituem o corpo uterino normal, como estroma
endometrial, células musculares lisas e vasos. No entanto, tecidos heterélogos como
musculo estriado, cartilagem e osso também podem ser encontrados (PARK et al.
2008).

Os sarcomas uterinos monofasicossdo classificados histologicamente como
de origem de musculatura lisa (leiomiossarcomas) e tumores do estroma endometrial,
sendo este ultimo subclassificado em duas categorias: sarcoma do estroma

endometrial (historicamente denominado de sarcoma do estroma endometrial de



baixo grau) e sarcoma indiferenciado endometrial (historicamente denominado de
sarcomado estroma endometrial de alto grau) (DIZON e BIRRER 2014).

Os tumores bifasicos mesenquimais e epiteliais sdo representados
pelosadenossarcomas e carcinosarcomas. Os adenossarcomas constituem 6% dos
sarcomas uterinos, t€m o componente epitelial benigno e sdo frequentemente
relacionados a pacientes mais jovens (SHI et al. 2008).

Os carcinossarcomas sdo atualmente classificados como formas
desdiferenciadas ou metaplasicas de carcinomas endometriais (ZHU et al. 2016).
Eram classificados como sarcomas uterinos devido ao componente sarcomatoso, no
entanto, a Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia-FIGO (HORN et al.
2009) sugere sua classificagdo como carcinoma endometrial devido as suas

caracteristicas clinicas e patologicas (PRAT 2009).

1.2 LEIOMIOSSARCOMA DO UTERO

Os leiomiossarcomas uterinos sdo o tipo histolégico mais comum e
correspondem a 60-70% dos sarcomas uterinos, seguido dos tumores do estroma
endometrial e sarcomas de utero indiferenciados, que representam cerca de 10% dos
sarcomas uterinos (CHIANG e OLIVA 2013).

A idade média de manifestacdoclinica acontece aos 53 anos (HUANG et al.
2012) e apresenta-se com sangramento vaginal em 56% dos casos, tumor pélvico
palpavel em 54% dos casos ou dor pélvica em 22% dos casos. Podem se apresentar
com hemoperitdnio, extensdo extra-uterina ou metastase a distdncia. Os sintomas e

sinais s3o muito semelhantes aos dos leiomiomas e a distingdo pré-operatoria pode



serdificil. Suspeita-se de malignidade pela presenga de determinados componentes
clinicos, tais como crescimento tumoral em mulheres na pdés menopausa sem
reposi¢cao hormonal (REED et al. 2003; PERRI et al. 2009).

GAO et al. (2014) evidenciaram que 45% das pacientes apresentavam
sangramento vaginal anormal no diagnéstico da doenga, 25% tumor pélvico ¢ 7%
dor abdominal. BAIOCCHI et al. (2016) demonstraram que a principal manifestacao
clinica ao diagnoéstica era também o sangramento vaginal anormal em 40% das
pacientes seguido de dor pélvica em 27%. Manifestagdes clinicas raras incluiam
febre, sintomas urinarios e infertilidade.

A ultrassonografia transvaginal ¢ o método inicial utilizado na avaliacdo das
queixas clinicas relacionadas ao aparelho genital feminino, cujo achados norteiam a
conduta no sentido de orientar o seguimento na investigacdo da suspeita das
patologias malignas do ttero (RHA et al. 2003), entretanto, ndo hé exame de imagem
que promova um diagnodstico pré-operatorio preciso e definitivo. A ultrassonografia
resulta em imagem heterogénea ¢ padrio de ecogenicidade que sugere necrose
central no tumor (AMANT et al. 2009). No entanto, muitos desses achados também
estdo associados com neoplasias benignas do utero (SUTTON 2013).

A ressonancia nuclear magnética otimiza a avaliagdo da invasdo miometrial e
das estruturas adjacentes e ¢ o método padrdo-ouro na avaliagdo dos tumores
mesenquimais uterinos, no estadiamento locorregional e linfonodal, além da
avalia¢ao da disseminagdo peritoneal (RHA et al. 2003).

O uso do PET/TC tem sido proposto recentemente para diagndstico, detec¢ao
de recidivas e seguimento pos terapéutica. SHARMA et al. (2012) compararam

métodos radioldgicos convencionais (ultrassonografia, tomografia computadorizada



ou ressonancia nuclear magnética) com PET/TC e este apresentou maior
sensibilidade (85,7% vs. 57,4%) e especificidade (100% vs. 87,5%) no seguimento
apos tratamento inicial.

A avaliagdo diagndstica pode ser feita através da bidpsia endometrial ou com
alguma frequéncia quando apresenta proje¢ao polipdide pelo colo do utero. O valor
da curetagem uterina e biopsia endometrial ¢ questionavel, visto que, apenas 1/3 dos
tumores tem localizacdo submucosa. Em mais de 50% dos leiomiossarcomas o
diagnéstico € apenas pos-operatdrio (PAUTIER et al. 2000).

H4 muita discussdo sobre os critérios histoldgicos necessarios para o
diagnostico do leiomiossarcoma e estes devem ser distinguidos de uma variedade de
tumores benignos do musculo liso. KEMPSON et al. (1973), descreveram os
critérios de Stanford para diagndstico patologico de leiomiossarcoma, que inclui pelo
menos dois dos seguintes critérios: atipia celular moderada-intensa, mitose maior ou
igual a 10 por campo de grande aumento (CGA) e necrose coagulativa.

O leiomiossarcoma epitelioide ¢é caracterizado pela presenga de células
redondas a poligonais,nucleos redondos simulando células epiteliais, presenga de
citoplasma eosinofilico e menos comumente células claras. As células tumorais
crescem de forma difusa ou em ninhos e/ou corddes. O pleomorfismo nuclear ¢é
usualmente moderado, demonstram atipia nuclear moderada a severa e necrose
tumoral em 50% dos casos (MOINFAR et al. 2007). Em contraste, a variante
mixdide ¢ uma forma menos comum caracterizada pela abundancia de estroma
mixdide com células fusiformes esparsas, comumente apresentam invasdo

miometrial irregular, algumas vezes apresentam invasdo vascular, podem ndo



apresentar necrose tumoral e apresentar minima atipia e baixa atividade mitoética.
(KARPATHIOU et al. 2010).

KEMPSON et al. (1973) descrevaram o termo STUMP (smooth uterine
muscle of uncertain malignant potential ou atypical smooth muscle neoplasm) para
0s tumores que nao satisfaziam os critérios histoldgicos de Stanford. A importancia
de um correto diagnéstico diferencial entre STUMP e leiomiossarcoma esta
relacionada com a evolugdo clinica, geralmente agressiva do leiomiossarcoma do
utero, com recidiva precoce ¢ metastases. Em contraste, os STUMPs mostram um
crescimento tumoral insidioso e a recidiva variando entre 8,7 ¢ 11% (IP et al. 2009).
A média de idade da manifestagdo clinica ¢ de 45 anos e 80% das pacientes
encontram-se no periodo da pré menopausa (KOBAYASHI et al. 2013).

IP et al. (2009) descreveram as possiveis varidveis dos STUMPs:

o Presenca de necrose de coagulagdo, indice mitdtico< 10/10CGA, auséncia ou
atipia leve.

° Auséncia de necrose de coagulagdo, indice mitdtico >10/10CGA, moderada a
intensa atipia.

o Auséncia de necrose coagulativa, indice mitotico < 10/10CGA, atipia
moderada a intensa.

A necrose tumoral deve ser diferenciada de infarto do tipo necrose, sendo
definida como uma transi¢do abrupta entre o tumor vidvel e necrose sem a
interposicdo de uma zona de tecido de granulacdo ou de colageno hialinizado. A
distribui¢do perivascular do tumor viavel ¢ também uma caracteristica da necrose das
células tumorais. No entanto, apesar de critérios bem definidos morfologicos, a

distingdo entre necrose tumoral e infarto tipo de necrose continua sujeita a



variabilidade interobservador (CHIANG e OLIVA 2013; LIM et al. 2013a). Nenhum
destes achados ¢ valido como critério unico e o diagndstico baseia-se na avaliacao
cumulativa de todas estas caracteristicas (GADDUCCI 2011).

A sarcogénese ndao ¢ claramente compreendida, mas os modelos de
progressdo gradual para malignidade a partir de lesdes displdsicas ou precursoras nao
foram demonstradas como em outras neoplasias epiteliais. Em contraste com
tumores epiteliais, sarcomas frequentemente ndo surgem do tecido maduro
correspondente. Estima-se que 1 em 800 tumores da musculatura lisa do utero seja
maligno, o que torna estatisticamente pouco provavel que o leiomiossarcoma
desenvolva-se a partir de um leiomioma pr¢ existente (THWAY 2009).

DANIELSON et al. (2010) identificaram que o perfil de expressdo de
microRNA entre leiomiomas e leiomiossarcomas uterinos sdo diferentes o que
reforca a inexisténcia de origem do tumor maligno a partir do leiomioma uterino.

O diagnoéstico da maioria dos leiomiossarcomas uterinos sdo realizados pela
microscopia oOtica, no entanto, quando se faz necessario a diferenciacdo com outras
neoplasias, a combinagdo com marcadores imuno-histoquimicos como a desmina,
actina do musculo liso e h-caldesmon podem ser utilizados para confirmar a origem
histologica. Estes sdo positivos na grande maioria dos leiomiossarcomas (70%), no
entanto, ndo sdo especificos para diferenciaros tumores de musculatura lisa do tutero
(EVANS e SHIPLEY 2013).

Os receptores hormonais para estrogénio e progesterona sao expressos em
grande parte dos leiomiossarcomas uterinos (43-57% para receptores de estrogénio e

40-43% para receptores de progesterona) (BODNER et al. 2003; LEITAO et al.



2004, 2012), no entanto, o indice de positividade de qualquer um destes marcadores
pode ser dependente do tipo celular de leiomiossarcoma (CHIANG e OLIVA 2013).

A maioria dos leiomiossarcomas uterinos mostra alteracdo na expressao de
muitos genes envolvidos na proliferacao e regulacdo do ciclo celular. Em particular,
a expressao aumentada do p16 foi identificada em 51-81% dos leiomiossarcomas. A
expressao do p53 varia de 13-56%, no entanto, a auséncia de expressdo nao exclui o
diagnostico de leiomiossarcomas. A expressdo estd associada com recorréncia da
doenga nos estadios I e II, e ainda com menor sobrevida, embora os resultados nao
foram estatisticamente significativos nas andlises multivariadas (ATKINS et al.
2008).

O marcador da expressdo imuno-histoquimica do CA125 foi descrito no
leiomiossarcomas, podendo ser expresso em 30 — 50% das amostras tumorais (DUK
et al. 1994; YILMAZ et al. 2009). No entanto, MENCZER et al. (2014) nao
identificaram nenhuma forma de expressdo nas amostras examinadas ¢ a origem dos

elevados niveis do CA125 no soro nao ¢ clara.

1.3 PROGNOSTICO E TRATAMENTO

Os leiomiossarcomas uterinos sdo tumores muito agressivos, mesmo quando
confinados ao ttero ou em estadios precoces. A taxa de recorréncia varia entre 53% a
71% (REED et al. 2003). A primeira recorréncia ocorre no pulmao em 40% das
pacientes e na pelve em 13%. A taxa de sobrevida global em 5 anos varia de 15% a
25%, com sobrevida mediana de 10 meses (GIUNTOLI et al. 2003; REED et al.

2003; TROPE et al. 2012).



O estadio da doenca (Quadro 1) ¢ o fator progndstico mais importante. Nos
leiomiossarcomas estadio I, o tamanho do tumor e o indice mitético foram

correlacionados a sobrevida (D’ANGELO e PRAT 2010; TROPE et al. 2012).

Quadro 1 — Estadiamento do Leiomiossarcoma uterino

I Tumor limitado ao utero

Ia Diametro de até 5 cm

Ib Diametro superior a 5 cm

II Tumor com extensdo a pelve

ITa Acometimento dos anexos

b Acometimento dos tecidos pélvicos extra-uterinos
111 Tumor invade tecidos abdominais

IIla Um sitio de acometimento

IIb > 2 sitios de acometimento

Ilc Metastase aos linfonodos pélvicos e/ou retroperitoneais
v

IVa Invasdo da mucosa da bexiga e/ou reto

IVb Metastase a distancia

Fonte: Adaptado da International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) 2009

O tratamento primario do leiomiossarcoma ¢ cirurgico e consiste em
histerectomia total via abdominal e cuidadosa avaliagdo da cavidade peritoneal com
citorreducdo tumoral se houver disseminagdo peritoneal extra-uterina. Deve-se optar
por ressec¢ao em bloco das lesdes macroscOpicas € minimizar remanescentes de
margem tumoral (European Sarcoma Network Working Group - ESMO 2014).

O papel da ooforectomia permanece controverso, ja que as metéastases
ovarianas sao eventos raros € a ressec¢ao nao modifica o progndstico das pacientes
(TROPE et al. 2012; GAO et al. 2014). A incidéncia de metéstases ovarianas ¢é baixa;

em estagios iniciais chega a 3,4%, justificando a preservagdo ovariana naspacientes




com diagnoéstico de leiomiossarcoma que encontram-se em periodo pré-menopausa
(PRAT 2009; NAM 2011).

A linfadenectomia pélvica e retroperitoneal ndo ¢ indicada rotineiramente
(KAPP et al. 2008; TASCI et al. 2015). A incidéncia da disseminacdo linfatica
acomete apenas 3% dos casos e ndo ha impacto na sobrevida de pacientes que foram
submetidas a linfadenectomia (GADDUCCI et al. 2008; SAIT et al. 2014).

O leiomiossarcoma uterino ¢ uma doenca agressiva € a sobrevida apds o
diagnéstico inicial nos estadios I e II chega a 50% (SEDDON e DAVDA 2011; LIM
et al. 2013a). A influéncia do tratamento adjuvante na sobrevida ¢ incerta. A
radioterapia pode ser til no controle de recorréncia local da doenga, mas nao mostra
beneficio na sobrevida global e na sobrevida livre de doenga em pacientes com
estadio I e II quando comparada com a observagao clinica (HOU et al. 2015; NS et
al. 2008).

O papel da quimioterapia adjuvante no leiomiossarcoma uterinoé¢ ainda
incerto. A doxorrubina ou docetaxel e gemcitabina sao usados na doenga avancada
ou recorrente, com taxas de resposta variando de 27% a 36% (HENSLEY 2011). No
entanto, nenhuma terapia adjuvante tem demonstrado prolongar a sobrevida global,

incluindo os casos dos leiomiossarcomas restritos ao utero (HENSLEY et al. 2013).

1.4 O GENE SOX

Hé mais de vinte anos foi descoberto um grupo de genes pertencentes a
familia SOX. Vinte tipos de genes foram identificados em mamiferos e classificados
de acordo com a proteina que codifica. A importancia da familia de genes SOX

reside na sua codificacdo de fatores de transcricdo que tem capacidade de ativar ou
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reprimir uma linhagem de genes durante o desenvolvimento embrionario.
Posteriormente, foi descoberto o papel desses genes no desenvolvimento de
sindromes e doengas malignas (CASTILLO e SANCHEZ-CESPEDES 2012).

A familia SOX foi descoberta com o primeiro gene, o SRY (gene
determinante sexual do cromossomo Y), que codifica os fatores determinantes
testiculares em mamiferos, Tdy e TDF, respectivamente em ratos € humanos. Além
do gene SRY, quatro outros genes foram identificados contendo uma regido
homoéloga ao SRY em 79 aminoacidos, sendo 42 idénticos. Estes foram inicialmente
classificados de 1 a 4 e posteriormente foram nomeados SOX, devido a semelhanca
da regido homoéloga HMG- Box (high mobility group) (SINCLAIR et al. 1990).

O grupo HMG ¢ o dominio mais conservado durante a evolucdo do gene
SOX, e por convengdo, os membros da familia SOX sdo definidos como contendo o
dominio HMG box com pelo menos 50% de similaridade com o SRY, embora
introduziu-se a idéia de 9 aminoacidos em comum (Arginina, Prolina, Metionina,
Asparagina, Alanina, Fenilalanina, Metionina, Valina, Triptofano —- RPMNAFMVW,
respectivamente) para todos os membros da familia SOX ndo SRY (BOWLES et al.
2000).

Todas as proteinas SOX se ligam através do seu dominio HMG-box,
preferencialmente ao nticleo de sequéncia hexamérica 5°- WWCAAW - 3°, onde W
indica A ou T. O nucleotidio adjacente a sequéncia varia em relagdo as diferentes
proteinas SOX (MERTIN et al. 1999).

Baseado em analise filogenética do dominio HMG-box, todos os genes SOX
podem ser separados em 8 grupos de A a H: A (SRY), que sé esta presente em

mamiferos, B1 (SOX1, 2 e 3), B2 (SOX 14 ¢ 21), C (SOX 4,11 ¢ 12), D (SOX 5,6 ¢
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13), E (8, 9 ¢ 10), F (SOX7,17 e 18), G (SOX 15) e H (SOX30) (SCHEPERS et. al.
2002).

Os genes SOX participam de importantes processos biologicos e estdo
envolvidos em uma ampla variedade de doengas, particularmente sindromes
genéticas e cancer. Entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais as proteinas
SOX exercem suas fungdes ainda permanecem desconhecidos e hd concentragcdo de
esforgos em identificar genes alvos para estes fatores de transcri¢do (SEKIDO e
LOVELL-BADGE 2009). Os principais processos de desenvolvimento envolvidos
incluem a determinagdo sexual, neurogénese, desenvolvimento da crista neural,
osteogénese e hematopoiese (GUTH e WEGNER 2008).

O gene SRY ¢ quase exclusivamente expresso nas gonadas de individuos XY,
onde promovem a diferenciagdo das células de Sertoli e o desenvolvimento
testicular. A mutacdo do SRY causa sexo reverso, levando o desenvolvimento de
genitalia feminina. A introdugdo transgénica de SRY em ratos XX ¢ suficiente para
induzir o desenvolvimento de testiculos e produzir machos férteis (KOOPMAN et al.
1991).

O gene SOXO9 estd localizado no brago longo do cromossomo 17, na posi¢ao
24.3 (17924.3) e juntamente com o SOXS8 e SOX10, pertence ao subgrupo SOX E, e
caracteristicamente possui o dominio HMG (high-mobility group) box que induz
uma significativa curva no ligante principal (A/TA/TCAAA/TG ) para formar um
complexo em forma de L no sulco menor do DNA. Membros do subgrupo E dividem
regides com significativa homologia externa do dominio HMG e possuem duas
fungdes adicionais: autodimerizagao e transativagao no c-terminal (carbono terminal)

(WEGNER 1999).
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O SOXO9 ¢ sujeito a uma regulacdo dependente em multiplos niveis. Um tipo
de regulagdo ¢ a modificacdo pos transcricional, que modula a estabilidade, a
localizacdo intracelular e a atividade global. A fosforilagdo pela proteina kinase A
(PKA) aumenta a afinidade do dominio de ligagdo do DNA e leva a sua translocacao
no nucleo da célula testicular (MALKI et al. 2010).

WAGNER (1994) relatou que a mutagao heterozigotica inativadora do SOX9
causa a displasia campomélica e destacou a importancia deste gene na condrogénese.
A displasia campomélica ¢ uma ma formacdo esquelética congénita rara
caracterizada por arqueamento dos ossos longos, defeitos na formacao de cartilagens
e, como em uma sindrome relacionada ao SOX9, sexo reverso (SCHAFER et al.
1996). O SOX9 ¢ amplamente expresso na linhagem condrocitica desde a célula
precursora mesenquimal até as etapas do desenvolvimento da cartilagem, incluindo a
diferenciagdo e proliferacdo condrocitica. O SOX9 também ativa a expressao de
SOXS5 e SOX6 e juntos atuam nas fases tardias do desenvolvimento condrocitico
(LEFEBVRE et al. 1998).

MATHEU et al. (2012), descobriram recentemente que o SOX9 estd
superexpresso em varios tipos de cancer em humanos, como cérebro, pancreas,
coOlon, pulmao e prostata.

A tumorigénese deste fator de transcri¢do ¢ devido, em parte, por regular o
fenotipo das células tronco preferencialmente em tumores de mama e cérebro. Em
células diferenciadas de glandula mamaéria, a expressdao ectopica de SOX9 em
conjunto com o gene SLUG, resulta na conversdo em cé¢lulas indiferenciadas da
mama. GUO et al. (2012), relataram que a alta expressdao destes fatores de
transcricdo em células de cancer de mama promovem a transi¢do epitélio

mesénquima e metastases, relacionando com uma pior sobrevida do paciente. Em
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contraste a isso, MULLER et al. (2010) descreveram que o SOX9 intervém em
efeitos antiproliferativos do 4cido retindico nas células do cancer de mama.

SUN et al. (2012), avaliando a expressdo de SOX9 em 382 tumores gastricos,
descreveram dois padrdes de expressdo. Inicialmente ocorre um aumento de SOX9
na transi¢do de epitélio normal, metaplasia e adenoma. A medida que ha progressio
da doenca para cancer gastrico ha uma diminuicdo da expressao do SOX9. A
expressdao de SOX9 foi inversamente relacionada ao estdgio tumoral avancado,
invasdo vascular, metastases linfonodais e infec¢do por Epstein Baar.

HONG et al. (2015) descreveram que o SOX9 estad superexpresso nas células
de carcinoma escamoso de esdfago e correlacionou significativamente com
resultados clinicopatolégicos de alto grau e com pior prognostico da doenca. Além
disso, a superexpressdo promove a proliferacdo celular e a carcinogénese através da
ativacdo da via de sinalizagdo AKT. Somados a isso, os resultados demonstram que o
SOX9 pode ser um biomarcador para este tipo de tumor tanto para diagndstico como
para potencial alvo terapéutico.

Conforme exposto, o SOX9 ¢ um gene recentemente descoberto e esta
relacionado com alguns tipos de tumores se expressando conforme o contexto em
que estd inserido, inclusive em um mesmo tipo de tumor. Em relagdo ao
leiomiossarcoma de utero, ndo h4d nenhum estudo conhecido associando a alteracdo
da expressao SOX9 assim como nos tumores uterinos de potencial maligno incerto
(STUMP) e leiomioma atipico. Deste modo, temos por objetivo fazer uma andlise

retrospectiva do padrdo de expressdo das proteinas SOX9 nesses tumores.



14

OBJETIVOS

Avaliar a expressdo proteica por imuno-histoquimica do SOX9 em
leiomiomas, leiomiomas atipicos, STUMPs e em leiomiossarcomas uterinos;
Correlacionar a expressao proteica por imuno-histoquimica do SOX9 com as
variaveis clinicas e anatomopatologicas nos leiomiossarcomas uterinos;
Avaliar a expressao do SOX9 como fator progndstico nos leiomiossarcomas

uterinos.
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3 METODO

3.1 PACIENTES

As informagdes demograficas, do quadro clinico inicial, do tratamento e do
seguimento de todas as pacientes diagnosticadas com leiomiossarcoma de utero,
tumor de potencial maligno incerto (STUMP) e leiomioma atipico entre 1982 e 2013
foram obtidas no A.C.Camargo Cancer Center, a partir da analise retrospectiva dos
prontudrios médicos. Foram ainda aleatoriamente incluidos casos de leiomiomas
tratados no mesmo periodo.

Os critérios de elegibilidade do estudo foram pacientes com diagnodstico
anatomopatologico de tumor de potencial maligno incerto (STUMP), leiomioma
atipico e leiomiossarcoma do Utero, além da disponibilidade de material conservado
em parafina para estudo imuno-histoquimico.

Foram inelegiveis para o estudo as pacientes que receberam qualquer
tratamento neoadjuvante para a neoplasia uterina, desenvolveram segunda neoplasia
priméaria cinco anos antes ou até cinco anos apos o diagndstico do leiomiossarcoma
uterino, excetuando-se neoplasias de pele ndo melanoma e pacientes cujo material
conservado em parafina ndo possibilitasse a andlise imuno-histoquimica.

Os casos foram resgatados do arquivo do Departamento de Anatomia
Patologica do A.C.Camargo Cancer Center, revistos por dois patologistas e
reclassificados, quando necessario. Para cada caso foi avaliado a presenca de necrose

(presente ou ausente), celularidade (baixa, moderada ou alta), atipia nuclear (leve,



16

moderada ou intensa) e indice mitdtico (em 10 campos de grande aumento). Os casos
de sarcoma de tutero indiferenciados ou que geraram duvidas foram submetidos a
estudo imuno-histoquimico para esclarecimento do subtipo histolégico e
confirmagdo de leiomiossarcoma. Foi selecionada uma area representativa do tumor

para montagem do Tissue Microarray (TMA).

3.2 FICHA DE REGISTRO DE DADOS

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

anatomopatoldgica (Anexo 2).

3.3 CONSTRUCAO DO TISSUE MICROARRAY - TMA

O TMA ¢ um bloco de parafina composto de multiplos espécimes que podem
ser simultaneamente investigados com diferentes técnicas in situ, resultando em uma
significativa redu¢do de tempo e custo, comparado com estudos histopatologicos
convencionais, além de analise em reacdo unica de todas as amostras.

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

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

TMA.

3.4 ANALISE DA PROTEINA SOX9

As laminas de TMA foram desparafinadas em xilol (2 trocas de 10 minutos
cada); depois, passadas em alcool etilico em concentracao decrescente (100%, 85% e
75%) e depois lavadas em 4gua corrente por 5 minutos.

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

A peroxidase enddgena foi bloqueada em solugdo de peroxido de hidrogénio
a 3%, com a duragao de 20 minutos, sendo 4 trocas de 5 minutos cada. As laminas, a
seguir, foram lavadas em dgua corrente e um banho de PBS de 5 min.

Em seguida os cortes foram incubados com bloqueador de proteinas (DAKO)

por 5 minutos, a temperatura ambiente e em cdmara umida.
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O excesso do bloqueador foi retirado com lavagem em PBS e os cortes
incubados com anticorpo primario, por 60 minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram lavadas em tampao PBS (3 trocas de 5 minutos cada) e, em
seguida, incubadas com o anticorpo secundario ¢ com o polimero HRP (Kit
Advance-DAKO), durante 30 minutos cada reagente, em camara umida, a
temperatura ambiente.

Apos lavagem em PBS, os cortes foram incubados com o cromogeno
Diaminobenzidina (DAB — DAKO), por 5 minutos, sendo as laminas lavadas em
agua corrente e contra coradas com hematoxilina de Harris, por 2 segundos; lavadas
em agua corrente, desidratadas em 4alcool, xilol, ¢ montadas em equipamento
automatizado (Tissue-Tek film).

As leituras das laminas foram feitas em microscopio 6tico comum por dois
patologistas, que ndo tiveram acesso aos dados clinicos. Os resultados foram
classificados em relagdo a intensidade da reacao positiva.

O anticorpo primario SOX9 (Anti-SOX9 antibody - AB26414), Rabbit
polyclonal, ABCAM® com diluigdo 1:200.

A expressdo citoplasmatica de cada uma das amostras imuno-histoquimicas
de tumor foi interpretada através de padronizacdo semi-quantitativa de “0 ou
negativo” a “3+”. Foi graduado como “negativo” quando ndo houve expressdo
imuno-histoquimica ou expressao fraca em menos de 10% das células neoplasicas;
“1+” quando houve expressdo imuno-histoquimica em até 25% das células
neoplasicas; “2+” quando houve expressdo imuno-histoquimica acima de 25% e até
50% das células neoplasicas e “3+” quando houve expressao imuno-histoquimica em

acima de 50% das células neoplasicas. Foram categorizados comoexpressao negativa
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os casos 0 epositiva os casos com resultadosl+, 2+ e 3+. As Figuras 1 a 4 mostram

exemplos das expressdes imuno-histoquimicas do SOX9.

Figura 1 - Fotomicrografia de leiomioma uterino mostrando exemplo de auséncia de

expressao imuno-histoquimica de SOX9 (40x).
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Figura 2 - Fotomicrografia de leiomioma uterino mostrando exemplo de expressdao

imuno-histoquimica de SOX9 em até 25% das células neoplésicas (40x).
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Figura 3 - Fotomicrografia de leiomiossarcoma uterino mostrando exemplo de

expressdo imuno-histoquimica de SOX9 acima de 25% e até 50% das células

neoplasicas (40x).
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Figura 4 - Fotomicrografia de leiomiossarcoma uterino mostrando exemplo de

expressdo imuno-histoquimica de SOX9 acima de 50% das células neoplasicas

(40x).
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

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

Inicialmente uma analise descritiva foi realizada, em que para as variaves
qualitativas foram apresentadas as frequéncias absolutas e relativas. Para investigar
as associagdes entre as variaveis qualitativasutilizou-se o teste qui-quadrado de
Pearson ou o teste exato de Fisher quando pelo menos uma freqiiéncia esperada foi
menor do que 5.

Definimos como doenca restrita ao utero os tumores com estadiamento I e
como doenga extra-uterina os tumores estadiamento II, III e IV. Utilizou-se o
estimador de Kaplan-Meier para obter as estimativas de probabilidade de sobrevida
global e livre de doenga. A data da cirurgia foi considerada como o momento inicial
do seguimento. Para o céalculo do intervalo livre de doenga considerou-se como
momento final a data da recorréncia ou do ltimo seguimento. Foram excluidas desta
analise as mulheres com intervalo livre de doenca menor do que 4 meses, por
considerar que esta situacdo corresponde, na maioria das vezes, a persisténcia de
doenca e ndo a recorréncia. Também foram excluidas aquelas nos estaddios IV. Para o
calculo da sobrevida global considerou-se como momento final a data do 6bito.
Classificou-se como censura o caso em que nao se registrou Obito ou recorréncia e,
nesta situagdo, o0 momento final da andlise correspondeu a data da Gltima informagao

clinica (KAPLAN e MEIER 1958).
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Em ambas andlises de sobrevivéncia (global e livre de doenca) foram
excluidas as pacientes admitidas ap6s 2009. Tal medida visou garantir que todas as
mulheres tivessem, em teoria, a mesma possibilidade de tempo de seguimento e ndo
inferior a 3 anos. Utilizou-se o teste de log-rank para se comparar as curvas de
sobrevivéncia entre 0s grupos.

Coletaram-se as informacgoes acerca da expressao do SOX 9 originalmente
como varidveis quantitativas que foram transformadas em varidveis qualitativas
dicotomicas (negativo ou qualquer positivo) para que fosse possivel estimar a curva
de sobrevivéncia Kaplan Meier. A expressdo imuno-histoquimica SOX 9 foi
avaliadapor meio do modelo de regressao de COX multiplo (1972). Foram adotadas
como varidveis independentes: estadiamento (estadio I versus II, III e IV) e tamanho
do tumor. As expressdesimuno-histoquimicas de SOX 9 foram inseridas no modelo
de regressdo como variaveis qualitativas. Em todos os testes de hipdtesesadotamos

um nivel de significancia de 5%.

3.6 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nao foi necessario a aquisigdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido especifico para o estudo, ja que se realizou o estudo a partir de casos
selecionados dos arquivos de anatomia patologica, ndo envolvendo experimentacao
ou entrevista com as pacientes. Garantiu-se o sigilo dos nomes e dos dados
adquiridos, assim como quaisquer outras informagdes que pudessem identificar
individualmente as pacientes envolvidas no estudo evitando o risco de violagdo da
confidencialidade.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa. (Anexo 1)
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3.7 DESCRICAO DA CASUISTICA

Foram identificados 188 casos de pacientes com diagnostico de sarcoma
uterino tratadas no A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 1982 a 2013. Destes,
104 casos eram leiomiossarcomas uterinos. Apenas 76 pacientes com diagnostico de
leiomiossarcomas uterinos foram inicialmente tratadas ou tiveram diagndstico
confirmado por revisdo de ldminas na instituigdo. Dentre as 76 pacientes
selecionadas para o estudo, foram excluidas inicialmente 34 devido a nao localizagao
do material e 8 pacientes foram reclassificadas, 6 como leiomioma com atipia e 2
STUMP. Das pacientes com leiomioma atipico, 1 paciente ndo tinha amostra tumoral
para analise. Assim, 34 pacientes com diagnéstico de leiomiossarcoma de utero, 5
com leiomioma atipico e 2 com STUMP foram incluidas no estudo (Figura 5).

Recentemente os leiomiomas atipicos passaram a ser classificados como
variantes de leiomiomas (HENDRICKSON et al. 2014). Dos 5 casos de variantes de
leiomioma do presente estudo, encontramos: 2 leiomiomas celulares, 2 leiomiomas
com nucleo bizarro e 1 leiomioma mitoticamente ativo. Optamos por manter no texto
a nomenclatura leiomioma atipico que corresponde as variantes de leiomioma na
classificagao atual.

Foram ainda selecionados aleatoriamente 51 casos com diagnostico
anatomopatoldgico de leiomioma do utero. Todos os casos foram revisados por um

segundo patologista.



26

Figura 5 - Fluxograma demonstrando a descricdo da casuistica (AP

anatomopatologico, A.C.Camargo Cancer Center)
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4 RESULTADOS

41 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E CIRURGICOS DOS

LEIOMIOSSARCOMAS DO UTERO

A idade mediana das pacientes na amostra estudada foi de 50,3 anos, sendo
os extremos de 27 a 84 anos. Em mediana, o didmetro do tumor foi de 11,2 cm,
sendo o menor de 1 cm e o maior de 60 cm. Todas as pacientes tinham apenas um
unico tumor maligno no utero ¢ ndo foram submetidas a tratamento de radioterapia
pélvica previamente.

O diagnostico de leiomiossarcoma de utero foi realizado por analise
anatomopatoldgica da pega cirargica apds a cirurgia primaria em 25 pacientes
(73,5%), seguidos de curetagem uterina em 5 pacientes (14,7%) e através da
histeroscopia e biopsia de colo de ttero em 1 paciente em cada procedimento (2,9%).

Das pacientes do estudo, 16 (47,1%) encontravam-se no periodo da
menopausa e 18 (52,9%) apresentavam ciclos menstruais. A principal manifestagcdo
clinica foi em 35,3% dos casos de sangramento uterino exacerbado, seguido de dor
abdominal (29,4%), tumor pélvico (11,8%) e secre¢do vaginal (2,9%). Apenas 4
pacientes (11,8%) eram assintomaticas no momento da anamnese inicial e 3
pacientes ndo apresentavam dados registrados no prontudrio.

A cirurgia primaria foi realizada no A.C.Camargo Cancer Center em 14
pacientes (41,2%). A histerectomia total com salpingooforectomia bilateral foi a

cirurgia realizada com maior frequéncia correspondendo a 52,9% dos casos. A
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metade das pacientes foram classificadas como Estadio I (FIGO) e 7 (20,5%)
pacientes como Estadio IV. A radioterapia pélvica adjuvante foi realizada em 6
pacientes (17,6%) e a quimioterapia em 14 pacientes (41,2%).

As caracteristicas demograficas, clinicas e dos achados intra-operatdrios das

pacientes com leiomiossarcoma estao descritas na Tabela 1.



29

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas, achados intra-operatérios e tratamento adjuvante
das pacientes com leiomiossarcoma de utero (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-

2013).

Variaveis Categorias N %)
<50 anos 15 (44,1)
Idade > 50 anos 18 (52,9)
Ignorado 1(2,9)
Sim 16 (47,1)
Menopausa Nio 18 (52.9)
Assintomaticas 4(11,8)
Dor pélvica 10 (29,4)
. Sangramento vaginal 12 (35,3)
Sintomas Corrgimento Vagiial 1(2,9)
Tumoragao pélvica 4(11,8)
Ignorado 3(8,8)
Curetagem uterina 5(14,7)
Histeroscopia 1(2,9)
Forma do Diagnostico Biodpsia de colo de utero 1(2,9)
Achados pds cirurgicos 25 (73,5)
Ignorado 2(5,9)
Hospital onde foi realizada  A.C.Camargo Cancer Center 14 (41,2)
cirurgia Externo 20 (58,8)
HTA 11(32,4)
HTA + SOB 18 (52,9)
Tipo de cirurgia HTA + SOB + LNP 2 (5,9)
HTA + SOB + LNP + LNRP 1(2,9)
Exenteracdo posterior 1(2,9)
Sem informagao 1(2,9)
. . Sim 5(14,7)
Linfadenectomia Nio 29 (85.3)
I 17 (50)
. I 6 (17,6)
Estadiamento FIGO I 4(11.8)
v 7 (20,6)
Sim 6 (17,6)
Radioterapia externa * Nao 26 (76,5)
Ignorado 2(5,9)
Sim 4 (11,8)
Braquiterapia * Nio 28 (82,4)
Ignorado 2 (5,9)
Sim 14 (41,2)
Com Adriamicina 5(26,5)
Quimioterapia * Sem Adriamicina 2 (14,7)
Nao 18 (52,9)
Ignorado 2(5,9)

*02 casos ndo havia informag@o sobre o tratamento adjuvante.
HTA: Histerectomia total abdominal; SOB: Salpingooforectomia bilateral; LNP: Linfadenectomia
pélvica; LNRP: Linfadenectomia retroperitoneal
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42 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E CIRURGICOS DOS

LEIOMIOMAS ATiPICOS E STUMP

As caracteristicas demograficas, clinicas e cirargicas das amostras de

Leiomiomas atipicos e STUMP estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas, patologicos e achados intra-operatérios das

pacientes com Leiomioma atipico e STUMP (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-
2013).

Leiomioma
Variaveis Categorias Atipico STUMP
N (%) N (%)
<50 anos 5(83,4) 0(0)
Idade
> 50 anos 1(16,6) 2 (100)
M Sim 0(0) 0 (0)
enopausa
P Nio 6 (100) 2 (100)
Dor pélvica 1 (20) 0(0)
) Sangramento 1(20) 1 (50)
Sintomas s
Tumor pélvico 2 (40) 0 (0)
Ignorado 1 (20) 1 (50)
Forma do Curetagem uterina 1(16,7) 0 (0)
Diagnéstico Apds cirargicos 4 (66,7) 2 (100)
Local onde foi A.C.Camargo Cancer Center 4 (66,7) 0 (0)
realizada cirurgia Externo 2 (33,3) 2 (100)
HTA 1(16,7)
Tino de cirureia HTA + SOB 3(50) 2 (100)
P & HSTA 1(16,7)
Ignorado 1(16,7)

HTA: Histerectomia total abdominal; SOB: Salpingooforectomia bilateral; HSTA: Histerectomia
subtotal abdominal
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43 DADOS ANATOMOPATOLOGICOS

As caracteristicas anatomopatologicas das pacientes estudadas com
Leiomiossarcoma de utero estdo relacionadas na Tabela 3 e os pacientes com

Leiomiomas atipicos e STUMP na Tabela 4.

Tabela 3 - Caracteristicas anatomopatoldgicas das pacientes com Leiomiossarcoma
de utero (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

Variaveis Categorias N (%)
Mitoses (M/10 CGA) <20 10 (29,4)
>20 24 (70,6)
Atipia Leve e moderada 17 (50)
Intensa 17 (50)
Celularidade Baixa/moderada 12 (35,3)
Alta 22 (64,7)
Tamanho <10cm 11 (32,4)
>10 cm 12 (35,4)
Ignorado 11 (32,4)
Necrose Presente 31 (91,2)
Ausente 3 (8,8)

M: mitoses; CGA: campos de grande aumento
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Tabela 4 - Caracteristicas anatomopatologicas das pacientes com Leiomiomas
atipicos e STUMP (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

Variaveis Categorias Leiomioma atipico STUMP

N (%) N (%)

Mitose (M/10 CGA) <10 4 (66,7) 1 (50)
>10 2 (33,3) 1 (50)

Atipia Leve / Moderada 5(83,3) 2 (100)
Intensa 1(16,7) 0(0)

Celularidade Baixa/moderada 1(16,7) 1 (50)
Alta 5(83,3) 1 (50)

Tamanho <10 cm 2 (40) 1 (50)
>10 cm 3 (60) 1 (50)

Necrose Presente 0(0) 1 (50)
Ausente 6 (100) 0(0)

Duvidosa 0 (0) 1 (50)

M: mitoses; CGA: campos de grande aumento
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44 DADOS DO SEGUIMENTO

O seguimento mediano das pacientes com leiomiossarcomas foi de 21,2
meses, com tempo minimo e maximo de 1 a 238 meses, respectivamente. Das 34
pacientes do estudo com diagndstico de leiomiossarcoma de tutero, 35,3% ndo
apresentaram recidiva, 44,1% apresentaram recidiva e 20,6% apresentaram
persisténcia da doenca por ser estadio clinico IV. Das pacientes que apresentaram
recidiva 20,6% apresentaram recidiva pélvica 26,5% a distancia e 5,9% apresentaram
tanto recidiva pélvica como a distdncia. O tempo médio para recidiva foi de 24,2
meses e a mediana, de 12,9 meses, variando de 1 a 184 meses. A situagdo final das

pacientes esta resumida na Tabela 5.

Tabela 5 - Situacdo final das pacientes com leiomiossarcoma de Tttero
(A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

Situacio N (%)
Vivo sem doenga 7 (20,6)
Vivo com doenga 3(8,9)
Morte pela doenga 19 (55,9)
Morte pelo tratamento 12,9
Morte pos operatoria” 1(2,9)
Morte por outras causas 2(5,9)
Perdido do seguimento 1(2,9)
Total 34 (100)

"Morte em periodo < 30 dias aps a cirurgia
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4.5 ANALISE DA RELACAO ENTRE ESTADIO E TRATAMENTO

QUIMIOTERAPICO E RADIOTERAPICO

Dentre as pacientes com leiomiossarcoma estadio I, 26,7% foram submetidas
a quimioterapia e 20% a radioterapia adjuvante. Quando a neoplasia era estadio II,
III ou IV, 58,8% receberam quimioterapia e 17,6% radioterapia como pode ser

observado nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Relacdo entre estadiamento e radioterapia das pacientes com
leiomiossarcoma de utero (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

Estadio Estadio Estadio Estadio Total
I n I v
N (%) N (%) N (%) N (%) N
Radioterapia’  Nio 12 (80) 4(67) 3(75) 7(100) 26
Sim 3 (20) 2(33) 1(25) 0(0) 6
Total” 15 (100) 6 (100) 4 (100) 7(100) 32

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

Tabela 7 - Relagdo entre estadiamento e quimioterapia das pacientes com
leiomiossarcoma de utero (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

Estadio I Estadio I1 Estadio I1T Estadio IV Total
N (%) N (%) N (%) N (%) N
Quimioterapia  Nao 11(73,3) 3 (50) 2 (50) 2 (28,6) 18
Sem 4 (26,7) 1(16,7) 2 (50) 2 (28,6) 9
Adria**
Com 0(0) 2(33,3) 0 (0) 3(42,8) 5
Adria**
Total 15 (100) 6 (100) 4 (100) 7 (100) 32

* (02 casos ndo havia informagdo sobre o tratamento adjuvante

**Adriamicina
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4.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DO

SOX9

Foram encontradas expressdoes positivas de SOX9 nos leiomiomas,
leiomiomas atipicos e STUMP em 19,6%, 40% e 50%, respectivamente. Na amostra
das pacientes com diagndstico de leiomiossarcoma uterino, 44,1% apresentavam
resultado negativo para expressdo da proteina SOX9 e 55,9% apresentavam
expressao positiva (Tabelas 8 e 9). Foram agrupados os casos de leiomiomas atipicos
com STUMP para comparagdao com os demais grupos. Foi encontrada diferenca entre
a expressdo de SOX9 entre leiomiomas e leiomiossarcomas (19,6% vs. 55,9%;
p=0,001) como exposto na tabela 10.

Das pacientes com leiomiossarcoma estadio I, 52,9% apresentavam a
expressao positiva da proteina SOX9. Aquelas com neoplasia com estadio II, III e
IV, 58,8%, sendo esta diferenca sem significdncia estatistica (p= 0,73) como
demonstrado na Tabela 11.

Apresentavam auséncia de expressdo da proteina SOX9 50% das pacientes
com leiomiossarcoma com indice mitotico <20/10 CGA e 58,3% dos pacientes com
indice mitdtico > 20/10 CGA possuiam expressao positiva da proteina (p= 0,656). As
pacientes com atipia grau 3 apresentaram menor expressao de SOX9 (41,3%) quando
comparado aos casos com atipias graus 1 e 2 (70,6%), porém diferenca nao
estatisticamente significativa (p=0,084). Tabela 11.

Também ndo houve associagdo entre a expressdo de SOX9 com idade, maior

didmetro do tumor, celularidade e necrose. Tabela 11.
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Tabela 8 - Frequéncias das expressdes imuno-histoquimicas de SOX9 nos
leiomiomas, leiomiomas atipicos, STUMP e leiomiossarcomas uterinos
(A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

Histologia Expressido Imuno-histoquimica N (%)
Leiomiomas Ausente 41 80,4
N= 51 1+ 5 9,8
2+ 1 2,0
3+ 4 7,8
Leiomiomas atipicos Ausente 3 60
N=35 1+ 1 20
2+ 0 0
3+ 1 20
STUMP Ausente 1 50
N=2 1+ 1 50
2+ 0 0
3+ 0 0
Leiomiossarcomas Ausente 15 44,1
N= 341+ 8 23,1
2+ 3 8,8
3+ 8 23,5

1+: Expressdo presente em <25% das células tumorais; 2+: Expressdo entre >25% e <50% das células
tumorais; 3+: Expressdo em >50% das células tumorais.
STUMP: Smooth Uterine Muscle of Uncertain Malignant Potential
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Tabela 9 - Categorizacdo das expressdes imuno-histoquimicas de SOX9 nos
leiomiomas, leiomiomas atipicos, STUMP e leiomiossarcomas uterinos
(A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

Histologia Expressiao de SOX9 N (%)
Leiomiomas Negativa 41 80,4
N= 51 Positiva 10 19,6
Leiomiomas atipicos Negativa 3 60
N=5 Positiva 2 40
STUMP Negativa 1 50
N=2 Positiva 1 50
Leiomiossarcomas Negativa 15 44,1
N=34 Positiva 19 55,9

STUMP: Smooth Uterine Muscle of Uncertain Malignant Potential

Tabela 10 - Comparagdes multiplas da presenca das expressdes de SOX9 nos
leiomiomas, leiomiomas atipicos, STUMP e leiomiossarcomas (A.C.Camargo
Cancer Center, 1982-2013).

Histologia LM LA+STUMP LMS

SOX9 positivo 19,6% 42,9% 55,9%

LM 19,6% p=0,18 p=0,01
LA + STUMP 42,9% p=0,18 p=0,68

LMS 55,9% p=0,001 p=0,68

LM: Leiomiomas; LA: Leiomiomas atipicos; STUMP: Smooth Uterine Muscle of Uncertain
Malignant Potential
*Porcentagem de pacientes com expressdo de SOX9 presente
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Tabela 11 - Correlagdo entre as varidveis clinicopatologicas e a expressao de SOX9

das 34 pacientes portadoras de leiomiossarcomas uterinos (A.C.Camargo Cancer
Center, 1982-2013).

Expressao de SOX9

Variavel Categoria Negativa Positiva (N) p
N (%) N (%)

Idade <50 anos 7(46,6) 8(43,4) 0,65
>50 anos 7 (38,9) 11(61,1)

Estadio I 8 (47) 9(53) 0,73
I, 111, TV 7(41,2) 10 (58,8)

Indice mitotico <20/10CGA 5(50) 5(50) 0,71
>20/10CGA 10 (41,6) 14 (58,4)

Tamanho do tumor <10cm 5(45.5) 6 (54.,5) 0,68
>10cm 4(33,4) 8 (66,6)

Celularidade Baixa/Moderada 6 (50) 6 (50) 0,61
Alta 9 (40,9) 13 (59,1)

Atipia Grau 1+2 5(29,4) 12(70,6) 0,08
Grau 3 10 (58,8) 7 (41,2)

Necrose Ausente 2 (66,6) 1(33,4) 0,57
Presente 13 (41,9) 18 (58,1)

CGA: Campo de grande aumento
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A estimativa da probabilidade de sobrevida global em 24 meses e 60 meses

para pacientes portadoras de leiomiossarcoma uterino foi de 48,9% e 27,3%,

respectivamente. A sobrevida mediana destas pacientes foi de 24 meses (IC (95%) =

[17,7—30,3]. Figura 6.
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Figura 6 - Curva de sobrevida global para as pacientes portadoras de

leiomiossarcomas (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).
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Dentre as varidveis anatomoclinicas estudadas, apenas duas tiveram impacto
negativo na sobrevida global: estadio e tamanho da neoplasia.

As pacientes com leiomiossarcoma estadio I tiveram sobrevida mediana (SM)
de 34,7 meses e em 2 anos (SG 2anos) de 79,8%. Quando agrupados os estadios II e
II1, foi encontrada SM de 15,98 meses. As pacientes com estadio IV apresentavam
SM de 11,8 meses.

Houve diferenga significativa entre ascurvas de sobrevivéncia em relagdo as
pacientes com estadio I quando comparadas aos estadios II e III agrupados, assim

como entre os estadios I e IV (p<0,001). (Figura 7)
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Figura 7 - Curvas de sobrevida global para as pacientes portadoras de

leiomiossarcomas uterinoem relacdo aoestadio (p<0,001) (A.C.Camargo Cancer

Center, 1982-2013).
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O tamanho do tumor maior que 10cm teve impacto negativo em sobrevida
global. As pacientes com tumores maiores que 10cm em seu maior didmetro tiveram
sobrevida mediana de 17,9 meses enquanto a sobrevida mediana foi de 34,7 meses

para tumores <10cm (p=0,009). (Figura 8)
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Figura 8 - Curvas de sobrevida global para as pacientes portadoras de

leiomiossarcomas uterino em relagdo ao tamanho do tumor (p=0,009) (A.C.Camargo

Cancer Center, 1982-2013).

Nao tiveram impacto na sobrevida global as varidveis indice mitotico, atipia
celular, celularidade, menopausa, idade e local do tratamento inicial. Nao houve

também diferenca significativa na sobrevida global para aquelas pacientes que
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realizaram tratamento adjuvante com radioterapia, quimioterapia ou braquiterapia,
mesmo entre aquelas que ja tinham metastases ao diagnoéstico inicial.

Em relagdo a expressdo da proteina SOX9, a diferenga na sobrevida global
nao foi estatisticamente significativa entre aqueles que apresentavam expressao

negativa e expressao positiva (p= 0,77) (Figura 9)
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Figura 9 - Curvas de sobrevida global de acordo com a expressdo da proteina SOX9

(p=0,77) (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

A sobrevida mediana em relacdo as varidveis clinicopatologicas estdo

resumidos na Tabela 12.
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Tabela 12 - Estimativa da sobrevida mediana em relacdo a variaveis
clinicopatologicas (SM: Sobrevida mediana) (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-
2013).

Variavel Categoria SM (meses) p

Idade <50 anos 30,85 0,265
> 50 anos 21,61

Menopausa Sim 21,61 0,531
Nao 30,52

Local de A.C.Camargo Cancer Center 20,82 0,482

tratamento Externo 30,52

Atipia celular Graus 1+2 24,04 0,764
Grau 3 25,69

Mitose <20/CGA 31,41 0,655
>20/CGA 24,04

Tamanho da <10 cm 35,70 0,009

neoplasia >10 cm 17,96

Celularidade Baixa/moderada 30,85 0,894
Alta 21,20

Estadio FIGO 1 34,70 <
II 15,98 0,001
111 5,72
v 11,87

Radioterapia Sim 21,61 0,155
Nao

Braquiterapia Sim 24,04 0,855
Nio 25,69

Quimioterapia Sim 0,189
Com Adria* 17,96
Sem Adria* 21,62
Nio 30,52

Expressdo Negativa 24,46 0,77

SOX 9 Positiva 21,61

CGA: Campos de grande aumento; * Adriamicina.
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Foram excluidas nesta avaliagdo as pacientes com leiomiossarcoma com

metastase visceral inicial, totalizando 27 pacientes. A sobrevida livre de doenga em 2

anos foi de 22,3% e a mediana foi de 16,9 meses como demonstrado na Figura 10.
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Figura 10 - Curva de sobrevida livre de doenga para as pacientes portadoras de

leiomiossarcomas uterino. (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013)
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Um dos fatores relacionado a sobrevida livre de doenga mediana foi o estadio
do tumor. As pacientes com diagndstico de leiomiossarcoma estadio I tiveram
sobrevida livre de doenca de 49,5% em 2 anos. No caso dos estadios II ¢ III a
sobrevida livre de doenga mediana foi de 12,6 meses e nenhuma paciente

apresentou-se livre de doenca ap6s 2 anos (p= 0,026). Figura 11.
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Figura 11 - Curvas de sobrevida livre de doenga em relacao ao estadiamento nos

leiomiossarcomas uterinos (p= 0,026) (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013)



46

Quanto ao tamanho do tumor, em tumores <10 cm, a sobrevida livre de
doenga em 2 anos foi de 29,6% e a mediana de 19,9 meses. Nos tumores >10 cm a

sobrevida livre de doenga em 2 anos foi de 30% com mediana de 22,5 meses (p=

0,86). Figura 12.
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Figura 12 - Curvas de sobrevida livre de doenga em relagdo ao tamanho do tumor

nos leiomiossarcomas uterinos (p=0,86) (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013)
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Nao houve diferenca significativa na sobrevida livre de doenga para aquelas
pacientes que realizaram tratamento com quimioterapia ou radioterapia adjuvantes.

Figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Curvas de sobrevida livre de doenga conforme realizacdo de
quimioterapia adjuvante nos leiomiossarcomas uterinos estadio I, II e III (p=0,21)

(A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).
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adjuvante nos leiomiossarcomas uterinos estadios I, II e III (p=0,85) (A.C.Camargo

Cancer Center, 1982-2013).
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Nao foi encontrado diferenga estatisticamente significativa em relagao a

sobrevida livre de doenca e expressao da proteina SOX 9. Figura 15.
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Figura 15 - Curvas de sobrevida livre de doenca conforme expressdo da proteina

SOX9 (p=0,85)(A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).
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Em relagdo ao local da cirurgia, pacientes que se submeteram a cirurgia no
A.C.Camargo Cancer Center tiveram sobrevida livre de doenca em 2 anos de 62,5%.
Aquelas que realizaram cirurgia em outro servico, tiveram sobrevida livre de doenca

em 2 anos de 16,8%, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p=0,043).
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Figura 16 - Curvas de sobrevida livre de doenga de acordo com o local da cirurgia

primaria (p=0,043) (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).
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Nao houve diferenca significativa das curvas de sobrevida livre de doenca em
relacdo a idade, tamanho do maior diametro do tumor, indice mitotico, atipia celular
e celularidade.

Um resumo da sobrevida livre de doenca em 2 anos, sobrevida mediana,
caracteristicas demograficas, clinicas e anatomopatoldgicas estd demonstrado na

Tabela 13.

Tabela 13 - Estimativas de sobrevida livre de doengca em relagdo a variaveis
demogréficas, clinicas e anatomopatologicas. (A.C.Camargo Cancer Center, 1982-
2013).

Variavel Categoria SLD 2 anos SLM p
(%) (meses)
I 49,5 24
Estadio 0,026
Melll 0 11,05
fndice mitético <20 0 69,04 0138
(M/10CGA) >20 16,8 12,99 '
Graus 1+2 35,2 19,90
Atipia celular 0,637
Grau 3 30,0 12,69
) Baixa/moderada 31,3 14,27
Celularidade 0,668
Intensa 34,7 19,90
Expressao Negativa 37,50 19,9
0,856
SOX9 Positiva 29,20 14,27
Maior didmetro <10 29,60 19,90
0,868
(cm) >10 16,70 12,99
<50 38,1 19,90
Idade (anos) 0,726
>50 29,6 14,27
Radioterapia Nio 27,30 19,90
0,858
externa Sim 33,30 11,05
Nio 36,10 22,50
Quimioterapia 0,212
Sim 16,70 11,34
Local da A.C.Camargo Cancer Center 62,5 0.043
cirurgia Outro 16,8 14,27 ’

SLD: Sobrevida livre de doenca; SM: Sobrevida mediana; CGA: campos de grande aumento.
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49 MODELO DE REGRESSAO DE COX

A fim de avaliar os possiveis fatores de risco no 6bito e recidiva, um modelo
de regressao de COX multiplo foi ajustado aos dados, onde as variaveis de expressao
da proteina SOXO9, estadio e tamanho do tumor foram consideradas possiveis fatores
de riscos. Como pode ser observardo na Tabela 14, a expressao da proteina SOX9
ndo se mostrou como fator prognoéstico, ja que ndo teve influéncia no risco de 6bito

ou recidiva.

Tabela 14 — Modelo de regressdo de COX na avaliacao da expressdo de SOX9 como
possivel fator de risco para obito e recidiva nos leiomiossarcomas uterinos
(A.C.Camargo Cancer Center, 1982-2013).

Obito® Recidiva®
Variavel = Categoria
n HR 1IC95% p n RR IC95% p
E ~ Negativa 8 1,00 Referéncia 9 1,00 Referéncia
Xpressao
gz ) Positiva 14 090 031-2,62 0,85 11094 024355 092
I 12 1,00 Referéncia 13 1,00 Referéncia
Estadio
11, 111, IV 10 3,01 0,97-9,37 0,056 7¢ 6,45 1,43-29.,0 0,015
<10cm 10 1,00 Referéncia 11 1,00 Referéncia
Tamanho
tumor >10cm 12 4,18 1,05-16,5 0,04 9 155 047-502 046

*Numero de 6bitos considerados na analise: 16; ® Nimero de recidivas consideradas na analise: 12; ©
Excluido estadio IV (HR: Hazard ratio; IC 95%: Intervalo de confianga 95%).
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5 DISCUSSAO

O estudo foi retrospectivo, uni institucional, tendo analisado os casos de
leiomiossarcomas, leiomiomas, leiomiomas atipicos e STUMP de utero que
continham material anatomopatoldgico da instituicao no periodo de 1982 até¢ 2013.
Ressaltamos como dificuldade do estudo, o desenho retrospectivo e a casuistica.
Embora haja um grande nimero de pacientes tratadas de leiomiossarcoma de utero
no A.C.Camargo Cancer Center, o estudo apresentou significativa reduc¢ao da
amostra devido a ndo localizacdo do material anatomopatologico para andlises e
inclusdo apenas das pacientes que fizeram seguimento no hospital. Além disso, por
tratar-se de uma instituicao extremamente especializada, ha o viés de selegdao da
amostra, devido a referéncia de pacientes com maior gravidade para este hospital,
além de tratar-se de tumores raros, mesmo em uma instituicdo altamente
especializada em oncologia.

Nessa série, verificou-se que os leiomiossarcomas uterinos sao
diagnosticados em pacientes com idade mediana de 50,3 anos. Em outros estudos, a
idade encontrada foi similar variando de 47,5 a 55 anos (GIUNTOLI et al. 2003;
KAPP et al. 2008; KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; PARK et al. 2008;
DURNALI et al. 2012; CANTU DE LEON et al. 2013; THANOPOULOU et al.
2014; TIRUMANI et al. 2014; AMANT et al. 2015).

Os principais sinais ¢ sintomas no momento do diagnéstico foram o
sangramento vaginal exacerbado (35,3%) e a dor abdominal (29,4%). Outros estudos

observaram o sangramento vaginal também como principal sintoma e a presenga de
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tumor abdominal foi referida como segunda manifestacdo mais frequente
(D’ANGELO e PRAT 2010; CANTU DE LEON et al. 2013).

A andlise anatomopatologica da peca cirurgica foi o principal método de
diagnéstico (73,5%), além de ser o tratamento primario, com a histerectomia total
abdominal (HTA) e a salpingooforectomia bilateral (SOB) realizada em 52,9% dos
casos. A ooforectomia ndo € necessaria em pacientes na menacme, a menos que os
ovarios estejam comprometidos. Varios estudos ndo demonstram relagdo da
ooforectomia e melhora na sobrevida em pacientes com leiomiossarcomas uterinos
(GIUNTOLI et al. 2003; D’ANGELO e PRAT 2010). LEITAO et al. (2003), NAM
(2011) e National Comprehensive Cancer Network-NCCN (2014) encontraram
metastases ovarianas em 2,8% dos casos de leiomiossarcoma estadio I/II e 5,4% no
estadio III/IV. Similares resultados, MAJOR et al. (1993), relataram incidéncia de
metastases ovarianas em 3,5% de 59 mulheres submetidas a ooforectomia.

A incidéncia de comprometimento linfonodal nas pacientes com
leiomiossarcoma ¢ raro, portanto a linfadenectomia ndo ¢é rotineiramente
recomendada (BROOKS et al. 2004; PARK et al. 2008; DURNALI et al. 2012). Em
nosso estudo, como alguns outros na literatura, apenas 5 pacientes (14,7%) foram
submetidas a este procedimento e em nenhuma delas havia metastase linfonodal. No
estudo de KOIVISTO-KORANDER et al. (2008); 38% realizaram linfadenectomia
e/ou biopsia linfonodal e em nenhum havia comprometimento linfonodal. No estudo
de KOKAWA et al. (20006), a linfadenectomia foi realizada em 42% das pacientes,
mas a analise de sobrevida ndo mostrou significancia estatistica. Nesses estudos, ndo
foi evidenciado qualquer efeito significativo da linfadenectomia nas curvas de

sobrevida (KOKAWA et al. 2006; KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; DURNALI
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etal. 2012).

O presente estudo sugere, assim como outros, que o estadiamento inicial ¢ um
importante fator prognoéstico. Em 50% dos casos, os tumores s3o diagnosticados em
estadios iniciais, I e II (KOIVISTO-KORANDER e¢t al. 2008; PARK et al. 2008;
D'ANGELO ¢ PRAT 2010; DURNALI et al. 2012; FARID et al. 2013;
BACALBASA et al. 2015). RAUH-HAIN et al. (2013a), identificaramque 55% dos
casos apresentavam doenga restrita ao utero ao diagnostico, 4% em estadio II, 11%
em estadio III e 30% em estadio avancado. RAUH-HAIN et al. (2013b) nao
identificaram diferenca significativa nas curvas de sobrevida entre pacientes com
progressdo de doenga pélvica (estadio II e III) ou extra pélvica (estadio IV) e afirma
que o estadio da doenga ¢ provavelmente o fator progndstico mais importante.
Observamos neste estudo que as pacientes com estadiamento II e III apresentaram
sobrevida tdo ruim quanto as pacientes com estadiamento IV. Com isso, concluimos
que a neoplasia além do utero acarreta por si s6 um pior prognostico, independente
se a disseminagao for local ou a distancia.

Na literatura ha poucos e conflitantes estudos sobre a quimioterapia adjuvante
¢ a maioria deles engloba o tratamento de sarcomas de utero de forma generalizada.
SLEIJFER et al. (2007) concluiram em seu estudo que ndo ha lugar para terapia
sistémica adjuvante em leiomiossarcomas uterinos, no entanto, RICCI et al. (2013)
demonstraram que a quimioterapia adjuvante diminui as taxas de recorréncia pélvica
e extra pélvica (p=0,012). GIUNTOLI et al. (2003) avaliaram pacientes que se
submeteram a quimioterapia adjuvante ¢ ndo demonstraram aumento da sobrevida
em relagdo aquelas que nao receberam a quimioterapia (KOIVISTO-KORANDER et

al. 2008). Na analise do estudo fase II, HENSLEY et al. (2013), avaliaram entre as
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mulheres com leiomiossarcoma uterino de alto grau que receberam tratamento com
gemcitabina adjuvante mais docetaxel seguido por doxorrubicina, 78%
permaneceram sem progressdao de doenca aos 2 anos, € 57% permaneceram livre de
progressdo em 3 anos (HENSLEY et al. 2013). MANCARI et al. (2014), avaliou 62
mulheres que nao receberam nenhum tratamento adicional apds a histerectomia, 14
que submeteram-se a radioterapia, 52 a quimioterapia ¢ 12 a quimio-radioterapia. A
quimioterapia baseada na combinagdo de doxorrubicina e ifosfamida foi usada em 54
casos. Apds um acompanhamento médio de 63 meses, 87 mulheres (62%) tiveram
recidiva da doenga e 62 (44%) morreram. A grande maioria dos pacientes que
recidivaram tiveram doenca a distidncia (72%). A mediana da sobrevida livre de
doenca ¢ da sobrevida global foram de 43% e 64%, respectivamente. No presente
estudo, ndo houve diferenca nascurvas de sobrevida global e livre de doenca de
pacientes submetidas a tratamento adjuvante, independente do estadiamento, da
modalidade de tratamento adjuvante e esquema de quimioterapia. Das 34 pacientes
analisadas, apenas 5 receberam tratamento quimioterapico com antraciclinas, sem
melhora da sobrevida em relagdo aquelas que receberam outros esquemas de
quimioterapia.

A radioterapia pélvica tem sido amplamente empregada como tratamento
adjuvante de sarcomas uterinos, devido alguns autores acreditarem que esta terapia
pode melhorar o controle local. Nao houve diferencga na curva de sobrevida livre de
doenca das pacientes submetidas a radioterapia apds a ressec¢do cirurgica em relacao
aquelas que ndo a fizeram (GIUNTOLI et al. 2003; HOU et al. 2015). Ha na
literatura um estudo fase III que comparou radioterapia adjuvante versus seguimento

para sarcomas uterinos estadios I e II, e este ndo encontrou melhora na sobrevida
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nem no controle local da doenca no subgrupo de pacientes com leiomiossarcoma
submetidas a radioterapia adjuvante (REED et al. 2008).Em nosso estudo, a
radioterapia adjuvante ndao melhorou a sobrevida global das pacientes com
leiomiossarcoma uterino, nem a sobrevida livre de doenga.

No estudo de GIUNTOLI et al. (2003) ¢ KOIVISTO-KORANDER et al.
(2008); tumores menores do que Scm apresentavam sobrevida doenga especifica
significativamente melhor. RAUH-HAIN et al. (2013a), evidenciou que tumores
maiores que 11 cm sdo preditores independentes de sobrevida global. Nos trabalhos
de PARK et al. (2008) ¢ DURNALI et al. (2012), o tamanho do tumor nao teve
qualquer impacto na sobrevida global das pacientes. Nossos resultados mostram que
mulheres com leiomiossarcoma de titero com didmetro maior do que 10cm tiveram
impacto negativo na sobrevida global. Utilizamos o valor de 10cm para a dicotomia
do maior diametro da neoplasia para andlise da expressdo da proteina SOX9 pelo
fato de ser valor aproximado da mediana do maior didmetro tumoral e apenas 3 casos
tinham um didmetro do tumor menor do que 5 cm, o que seria o valor para
estratificacdo do estadio I da FIGO. Na modelagem estatistica, por meio do modelo
de regressdo de COX, o tamanho do tumor maior que 10 cm apresentourazido de
risco de 6bito (HR) de 4,18 com valor de p= 0,04 (IC 95% 1,05 — 16,5) sugerindo
que os tumores > 10 cm sdo fatores de risco para obito.

Na nossa analise a sobrevida global em 24 meses ¢ 60 meses para pacientes
portadoras de leiomiossarcoma uterino foi de 48,9% e 27,3%, respectivamente. Neste
estudo, assim como na literatura, o prognostico do leiomiossarcoma permanece ruim,
com comportamento agressivo, forte tendéncia a recorréncia local e, ainda, a

disseminagdo a distancia. A sobrevida global em outros estudos variou de 27 a 57%.
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(BROOKS et al. 2004; KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; DURNALI et al.
2012).

A taxa de recorréncia para leiomiossarcoma uterino tem sido relatada na
literatura entre 53 a 71% (KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; BENITO et al.
2009; D’ANGELO ¢ PRAT 2010; DURNALI et al. 2012). GARCIA et al. (2015)
evidenciaram que taxa de recorréncia ou progressdo da doenga foi de 76% para
pacientes em estadio I e 85 % para o estadio II a IV. Em um estudo prévio sobre
leiomiossarcoma uterino, os locais de recorréncia foram: recorréncia pélvica 14-
30%, recorréncia a distancia 33-44% e pélvica e a distancia 25-53% (DURNALI et
al. 2012). GADDUCCI et al. (1996) identificaram recorréncia pélvica em 14,3% das
pacientes, 65,7% a distancia e 20% pélvica e a distancia. No presente estudo, a taxa
de recidiva foi de 38%, sendo os sitios mais comuns: recidiva local de 20,6%,
recidiva a distancia (pulmonar e hepatica) de 26,5% e recidiva local e a distancia de
5,9%.

Nao ha consenso nos fatores prognosticos de leiomiossarcomas uterinos. A
partir deles, individualizamos o caso e tragamos a melhor proposta terapéutica.
BACALBASA et al. (2015), identificaram que os fatores progndsticos favoraveis
mais importantes foram: idade < 60 anos, Estadio I, didmetro do tumor < 15 cm e
indice mitético < 15/10 campos de grande aumento.

Estudos mostram que a idade é fator prognodstico e pacientes mais jovens
teriam sobrevida livre de doenga e sobrevida global significativamente mais longa.
(KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; DURNALI et al. 2012). No entanto, PARK
et al. (2008), LOIZZI et al. (2011) e BAIOCCHI et al. (2016) ndo demonstraram

diferenca significativa em relagdo a idade, a sobrevida global e a sobrevida livre de
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doenga. Na série atual, a idade ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa
na sobrevida.

Quanto ao indice mitotico, este ndo apresentou diferenga estatistica em
relacdo a sobrevida no nosso estudo. Em um estudo que analisou o leiomiossarcoma
em estadio precoce, o indice mitotico também nao evidenciou correlagdo com a
sobrevida (WANG et al. 2011; BAIOCCHI et al. 2016). Ja outro estudo, evidenciou
que o tamanho do tumor e o indice mitotico foram fatores progndsticos significativos
em analise bidimensional (p = 0,018 e p = 0,003, respectivamente) (ABELER et al.
2009; D'ANGELO et al. 2011; RAUH-HAIN et al. 2013a).

DURNALI et al. (2012) evidenciaram que o grau, o tamanho do tumor, a
profundidade de invasdo miometrial, a invasdo angiolinfatica e perineural tiveram
efeito significativo no progndstico das pacientes. No presente estudo, apenas o
tamanho do tumor e o estadio da neoplasia tiveram impacto positivo na sobrevida
global.

Um dos fatores relacionado a sobrevida livre de doenga foi o estadio do
tumor (p= 0,026). Estudos que analisaram a sobrevida livre de doenga em 2 anos
apresentavam estimativas variando entre 48% e 64% (KOIVISTO et al. 2008; PARK
et al. 2008; BENITO et al. 2009; DURNALI et al. 2012). Quanto ao tamanho dos
tumores, os tumores menores que 10 cm, demonstraram sobrevida livre de doenca
em 2 anos de 29,6% e a mediana de 19,9 meses. Nos tumores >10 cm a sobrevida
livre de doenca em 2 anos foi de 30% com mediana de 22,5 meses (p= 0,86). Na
modelagem estatistica, por meio do modelo de regressdo de COX, as pacientes com
estadio II e III apresentaram risco de recidiva (RR) de 6,45 com p= 0,015 (IC 95%

1,43 — 29) em relagdo ao Estadio I.
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A diferenga de sobrevida livre de doenca em relacdo ao local da cirurgia
justifica-se pela maior propor¢ao de pacientes tratados no A.C.Camargo Cancer
Center, por tratar-se de uma instituicdo altamente especializada em tratamento
oncolégico e além disso, o seguimento ser realizado por equipe individualizada,
neste caso, equipe de ginecologia oncologica.

Neste estudo, avaliamos a expressdo da proteina SOX9 em uma série de
leiomiossarcomas uterinos, leiomiomas atipicos, STUMP e leiomiomas uterinos.
Nao ha relatos na literatura médica da avaliacdo da expressdo da proteina SOX9 nas
neoplasias benignas ¢ malignas do tecido muscular liso do utero.

Evidenciamos a auséncia de expressdo da proteina SOX9em 80,4% dos
leiomiomas uterinos, 60% dos leiomiomas atipicos, 50% dos STUMP e 44,1% dos
leiomiossarcomas.

A expressdao da proteina SOX9 ndo associa-se ao maior indice mitotico, a
celularidade, a atipia celular, ao estadio e ao tamanho do maior didmetro da doenga,
assim, nao se mostrando como um marcador de agressividade do tumor. Também, na
modelagem estatistica, ndo se mostrou fator de risco para 6bito ou recorréncia.

GAO et al. (2015), avaliaram as amostras de tecidos ressecados em 32
pacientes com diagnostico de Glioma, sendo 15 Gliomas de baixo (grau I e II), 9
Astrocitoma anaplasico (grau III) e 8 Glioblastoma multiforme (grau IV) e
concluiram que o nivel de expressdo de SOX9 foi significativamente maior nas
amostras de Glioma em relagdo ao tecido adjacente ndo tumoral e encontraram pior
prognodstico naqueles pacientes com alta expressdo da proteina SOX9. Esse
resultados sugeriram que o SOX9 desempenha papel importante no Glioma ¢ ¢ um

potencial biomarcador no prognéstico da doenga.
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SUN et al. (2012), avaliaram a expressao de SOX9 em 382 carcinomas
gastricos e evidenciaram a alta expressdo em 212 casos (56%). A expressao do
SOX9 foi relacionada inversarmente com estadio tumoral, ou seja, seus niveis eram
mais elevados em estadio precoce da doenga. No entanto, os niveis de expressao ndo
estavam relacionados com o prognostico da doenga.

No estudo, WANG et al. (2015) através de métodos de imuno-histoquimica,
examinaram amostras de tecidos tumorais ¢ ndo tumorais obtidas de resseccao
cirrgica de 163 pacientes com diagnostico de adenocarcinoma de pulmao.
Observou-se uma expressao de SOX9 moderada e forte no tecido tumoral em 59,7%
dos casos e expressdo fraca nos tecidos ndo tumorais; com isso, 0s autores
concluiram que a redugdo da expressao do SOX9 inibe o crescimento celular do
adenocarcinoma de pulmao.

ZHU et al. (2013), ao estudarem o padrdo de expressao e o significado clinico
do SOX9 demonstraram pela primeira vez que os niveis da proteina SOX9 ¢é mais
elevada nos tecidos de osteossarcoma do que em tecidos 6sseos sem doenga (p=
0,001). Além disso, a alta expressdo da proteina foi mais frequente em
osteossarcoma com estadio clinico avangado (p=0,02), metastase a distancia (p=
0,008) e mé resposta a quimioterapia (p=0,02). Estes pacientes tinham menor
sobrevida global e sobrevida livre de doenga (p< 0,001) e na modelagem estatistica
confirmou que o SOX9 foi um fator prognostico independente e significativo para
menor sobrevida global e sobrevida livre de doenga (p= 0,006).

No estudo de CHAKRAVARTY et al. (2011), analisou-se a expressao do
gene SOX9 em 200 casos de carcinoma ductal invasivo de mama correlacionando
com parametros conhecidos de pior prognodstico. Altos niveis de SOX9 tiveram

associacao significativa com tumores com receptor de estrogénio negativo (p < 0,01)
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e tumores de mama de alto grau (p < 0,01). Os pacientes com altos niveis de SOX9
também tiveram menor sobrevida global (p < 0,01). Em geral, as proteinas SOX9
estdo localizadas no nucleo celular; neste estudo, 30% dos carcinomas ductais
invasivos e metastases linfonodais tinham a proteina localizada predominantemente
no citoplasma celular. A acumulagdo citoplasmatica foi associada com aumento da
proliferacao celular no cancer de mama (p < 0,01) e por isso, inferiu-se que o
acumulo citoplasmatico de SOX9 pode servir como valioso marcador prognostico
para o carcinoma ductal invasivo e doen¢a metastatica da mama.

Em leiomiossarcoma uterino, apresentamos a expressdo proteica de SOX9
positiva em 55,9% das amostras (19 pacientes), o que disperta possivel associagdo na
tumorigénese. Quando comparamos a expressao da proteina SOX9 entre os
leiomiomas e leiomiossarcomas do utero obtivemos significancia estatistica na
diferenca encontrada (p=0,001), o que nos sugere uma possivel associacdo na
tumorigénese, no entanto, ndo ha informagao suficiente para diferenciar as patologias
benignas das malignas da musculatura lisa do tero. Nao demonstramos associagdes
estatisticas nas expressoes da proteina SOX9 nas comparacdes entre leiomiomas,
leiomimas atipicos e STUMP.

Assim, temos que o leiomiossarcoma uterino ¢ uma neoplasia mesenquimal
com sobrevida mediana menor que 2 anos € com um péssimo progndstico. Os unicos
fatores relacionados a piora da sobrevida global foram o estadiamento avangado e o
tamanho do tumor maior que 10 cm. Demonstramos melhora na sobrevida livre de
doenca nas pacientes com estadio precoce, além do tratamento inicial em centro
especializado. No entanto, na analise da expressdo da proteina SOX9, nao

observamos impacto na sobrevida global e livre de doenga.
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CONCLUSAO

A expressdo da proteina SOX9 ¢ positiva nos leiomiomas uterinos,
leiomiomas atipicos, STUMP e leiomiossarcomas uterinos em 19,6%, 40%,
50% e 55,9%, respectivamente.

A expressdao da proteina SOX9 ndo se correlaciona com as caracteristicas
clinico-patologicas das pacientes com leiomiossarcomas uterinos.

A expressdo proteica da SOX9 ndo teve impacto na sobrevida global e

sobrevida livre de doenca.
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Anexo 2 — Protocolo de Sarcoma uterino

Identificacio:
1. Nome: Registro Hospitalar:
Data de Nascimento / / Idade : ||

Raga: (0) branca (1) negro (2) pardo (3) amarelo ||
Data da admissdo / /

Menopausa: (0) Nao (1) Sim ||

Idade da Menopausa (anos) ||

S A A e

Radioterapia Pélvica: (0) ndo (1) sim ||

Diagndstico:

8. Sintomas: (0) ausente (1) dor (2) sangramento (3) secrecdao vaginal (4)
tumor pélvico (5) outros ||
9.  Inicio dos sintomas: (0) ausente (1) 6 meses (2) 12 meses (3) 18 meses (4)
> 18 meses ||
10. M¢étodo diagndstico: (0) curetagem uterina (1) histeroscopia (2) biopsia de
colo de utero (3) laparotomia exploradora ||

11.  Valor do Ca 125 (mg/dl): ||

Tratamento Primario:

12.  Tratamento primario: (0) ndo (1) sim ||
13. Data do tratamento: / /
14. Local da cirurgia: (0) A.C.Camargo Cancer Center (1) HPB (2) Outro | |

15. Cirurgia primaria: ||
(0) Histerectomia total abdominal

(1) Histerectomia total abdominal + salpingooforectomia

(2) Histerectomia total abdominal + salpingooforectomia + colpectomia

(3) Histerectomia total abdominal + salpingooforectomia + linfonodectomia

pélvica



(4) Histerectomia total abdominal + salpingooforectomia + linfonodectomia pélvica
+ linfonodectomia adrtica

(5) Exenteragdo anterior

(6) Exenteragdo posterior

(7) Exenteragao total

(8) linfonodectomia pélvica e aortica

Inventario Cirurgico:

16. Ascite: (0)ndo (1) sim ||

17. Carcinomatose: (0) ndo (1) sim ||
18. Aderéncia tumoral: (0) nao (1) sim ||
19. Linfonodomegalia: (0) ndo (1) sim ||

20. Metastase: (0) ndo (1) sim ||

Tratamento Adjuvante:

21. Teleradioterapia: (0) ndo (1) sim ||
22. Braquiterapia: (0) ndo (1) sim ||

23.  Quimioterapia: (0) ndo (1) sim ||

Anatomo-patologico:
24. Tamanho (cm): ||
25. Local: ||

(0) fundo (1) corpo (2) colo (3) fundo e corpo (4) fundo, corpo e colo

(5) corpo e colo (6) corpo, colo e vagina

26. Miométrio: (0) até 'z interna (1) 2 externa (2) serosa ||
27. Ovarios: (0) negativo (1) positivo (3) ndo avaliado | ]
28. Tubas Uterinas: (0) negativo (1) positivo (3) ndo avaliado ||
29. Vagina: (0) negativo (1) positivo (3) ndo avaliado ||
30. Colo do tutero: (0) negativo (1) positivo (3) ndo avaliado ||
31. Paramétrios: (0) negativo (1) positivo (3) nao avaliado | ]
32. Epiplon: (0) negativo (1) positivo (3) ndo avaliado ||
33. Citologia: (0) negativo (1) positivo (3) ndo avaliado ||



34. Congelagao: (0) benigno (1) maligno (3) nao avaliado ||
35. Linfonodo pélvico dissecado: (0) ndao (1) sim |
36. Linfonodo aodrtico dissecado: (0) ndo (1) sim ||
37. Linfonodo pélvico comprometido: (0) ndo (1) sim ||
38. Linfonodo adrtico comprometido: (0) ndo (1) sim ||
39. Grau: (0) baixo (1) alto ||
40. Mitoses: (0) <10 CGA (1) >10 CGA (2) ndo avaliado ||
41. Necrose: (0) ausente (1) presente (2) ndo avaliado ||
42. Invasao vascular: (0) ausente (1) presente (2) ndo avaliado ||
43. Invasao linfatica: (0) ausente (1) presente (2) ndo avaliado ||

44. Invasao perineural: (0) ausente (1) presente (2) ndo avaliado ||

45. (1) Leiomiossarcoma (2) Leiomioma (3)Leiomioma atipico (4) STUMP

Recidiva:
46. Rediciva: (0)nao (1) sim ||
47. Data da recidiva: / /

48. Local: (0) pélvica (1) distancia (2) pélvica e distancia ||
49. Localizacdao da recidiva a distancia: (0) pulmdo (1) figado (2) SNC (3)
outro ||
50. Tratamento da recidiva: (0) sem tratamento (1) quimioterapia (2)
radioterapia  (3) cirurgia  (4) quimioterapia e radioterapia  (5) cirurgia e
quimioterapia (6) cirurgia e radioterapia ||

51. Objetivo do tratamento: (0) paliativo (1) curativo ||

Seguimento:

52. Situacdo atual: (0) vivo sem cancer (1) vivo com cancer (2) MOCA (morte
pela doenga) (3) morte pelo tratamento (4) morte pos operatéria (< 30 dias)
(5)morte por outras causas (6) seguimento ||

53. Data do ultimo contato: / /




