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RESUMO

Spencer RM. Avaliagao da expressao imunoistoquimica de proteinas da
via de sinalizagao mediada por TGF como preditores de resposta a
quimioterapia pré-operatoria em adultos portadores de sarcoma de
partes moles de alto grau em extremidades. Sdo Paulo; 2013. [Tese de

Doutorado-Fundacao Anténio Prudente].

Introdugdo: Sarcomas de partes moles (SPM) constituem um grupo de
neoplasias raras de comportamentos distintos. O tratamento para os
tumores de alto grau, ndo passiveis de ressecgdo adequada, é feito por
cirurgia, radioterapia (RT) e quimioterapia (QT). Apesar disso, 50% dos
pacientes com tumores localizados ao diagndstico morrem da doenca
metastatica. A QT pré-operatoria para o tratamento de tumores localizados,
apesar de nao ser considerada como padrdo, € uma opgao promissora. A
escassez de preditores biolégicos de resposta, e achados de que a
superexpressdao de genes pertencentes a via mediada por TGF( estaria
relacionada a resisténcia a QT nos levaram a tentativa de estabelecer a
relagdo entre a expressdo de FST, SMAD4, TGFB e Id com resposta
patoldgica. Objetivos: Avaliar por imunoistoquimica (IQ) a expressido das
proteinas produzidas a partir dos genes TGFB, FST, Id1 e SMAD4 da via
mediada por TGF[, correlacionando com a resposta patoldgica; expandir os
resultados clinicos do esquema de QT pré-operatdria com doxorrubicina e
ifosfamida em vigéncia no Hospital A.C. Camargo; determinar as taxas de
toxicidade e avaliar um método de analise patolégica que quantifique a
percentagem de células tumorais viaveis em pega operatoria. Pacientes e
Métodos: 42 pacientes com SPM de alto grau localizados em extremidades,
tratados com doxorrubicina e ifosfamida pré-operatéria, foram observados de
forma prospectiva, desde janeiro de 2005 a agosto de 2012. Amostras das
bidépsias e das pecas operatérias foram obtidas e submetidas a pesquisa da

expressao das proteinas ja referidas por IQ. Resultados: A expressao das



proteinas estudadas nao teve correlacao estatisticamente significativa com a
resposta patolégica. A taxa de resposta clinica objetiva sobre o tumor
primario foi de 17,5%; e a de resposta patologica completa foi de 15%. Trés
pacientes (7,5%) tiveram o membro amputado. A toxicidade graus 3-4 se
deu em 45,2% dos casos. Conclusdo: O método de anadlise patolégica
proposto mostrou-se seguro e de facil aplicabilidade clinica; as proteinas
estudadas pertencentes a via do TGFB ndo se correlacionaram com a
resposta patologica. O esquema de QT proposto é seguro e mostrou-se

capaz de manter taxas de preservacdo de membros.



SUMMARY

Spencer RM. [Protein expression evaluation of protein of genes
belonging to the TGFB pathway as predictors of response to
preoperative chemotherapy with doxorubicin and ifosfamide in adult
patients with high grade soft tissue sarcomas located in extremities].

Sao Paulo; 2013. [Tese de Doutorado-Fundagao Anténio Prudente].

Backgraund: Soft Tissue Sarcomas (STS) are rare neoplasms with many
histological subtypes, behaviors and response to different treatments. The
treatment of these tumors involves surgery, radiation and chemotherapy.
Despite that 50% of patients with localized tumors will develop metastatic
disease. Preoperative chemotherapy (CT) although not standard is
considered a promising therapeutic option. The lack of biological predictors of
response, led us to study the relationship between the expression of FST,
SMAD4, TGFB and Id (TGFB superfamily genes) in patients submitted to
preoperative CT. Objectives: To evaluate the protein expression. Produced
by genes belonging to the TGFB pathway by IH and correlate it with
pathologic response; expand the preliminary results of a previous phase Il
trial testing a schedule of preoperative CT with doxorubicin and ifosfamide in
Hospital A.C. Camargo; determine the rate of toxicity and evaluate a method
of assessing pathological analysis that quantifies the percentage of viable
tumor cells in surgical specimens. Patients and Methods: 42 patients with
high grade STS located in extremities treated with preoperative doxorubicin
and ifosfamide CT were observed prospectively, on a non controlled fashion
since January 2005 to august 2012. Biopsies and surgical specimens were
obtained to enable the analysis of TGFB, FST, SMAD4 and Id protein
expressional by immunohistochemistry (IH). Results: The expression of the
proteins studied had no significant association with pathological response.
The objective response rates of the primary tumor were 17.5% for clinical

response and 15% for pathologic complete response. Only 7.5% patients had



a limb amputated. The rate of surgical contraindication was 4.7%. Grade 3-4
toxicity occurred in 45.2% of cases. Conclusion: The method of pathological
response analysis was considered easily applicable. TGFB-mediated
pathway proteins studied did not correlate with pathological response. The
protocol of QT proposed is safe and was capable to maintain the rates of

limb salvage comparable to those previous reported.
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1 INTRODUGAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA E DIAGNOSTICO

Sarcomas de partes moles (SPM) constituem um grupo de neoplasias
raras respondendo por 1% dos casos de tumores solidos em adultos. Nos
Estados Unidos sao estimados, para 2013, 11.410 novos casos, incluindo
adultos e criangas, com cerca de 4.390 6bitos esperados (American Cancer
Society — ACS 2013). Nao existem dados na literatura demonstrando a
estimativa do Brasil. Por inferéncia com a populagdo americana pode-se
estimar uma incidéncia anual de 7.060 casos para 0 mesmo ano. Os fatores
de risco relacionados aos sarcomas sdo: exposi¢cao a radiacido ionizante;
sindromes genéticas, como, por exemplo, neurofibromatose, Li-Fraumeni e
esclerose tuberosa; linfedema cronico; exposicdo a arsénio e herbicidas,
além de infeccdo por HIV, HTLV1 e HHV-8 (BRENNAN et al. 2008).

Sao tumores localizados, principalmente, nos membros (cerca de
50%-60% dos casos) (CORMIER e POLLOCK 2004). Originam-se de células
mesenquimais primitivas, que se diferenciam em mais de 50 subtipos
histolégicos com graus de diferenciacdo divididos em baixo, intermediario e
alto (CORMIER e POLLOCK 2004). Muitos deles ocorrem em idades
especificas, sem uma localizacédo pré-determinada. Em criangas, o tipo mais
comum €& o rabdomiossarcoma embrionario e, nos adultos, o sarcoma

pleomoérfico, seguido do lipossarcoma e leiomiossarcoma (JONES et al.



2012). Os sarcomas de alto grau, maiores de 5cm e profundos, t€ém um
comportamento ndo sé de agressividade local mas também de enviarem
metastases a distancia, principalmente pulmonares. O risco de metastase
pulmonar, para tumores de alto grau, varia de 34% nas lesbes de 5-10cm e
43% para aquelas maiores que 10cm (COINDRE et al. 2001; ZAGARS et al.
2003; EILBER et al. 2003).

O diagnéstico, muitas vezes, é tardio, com a evidéncia de alguma
massa tumoral palpavel no membro afetado ou por sintomas neuroldgicos,
como disestesias e dor local. As lesdes retroperitoneais sao assintomaticas
por longos periodos, sendo o seu diagndstico dado, muitas vezes, por

achados incidentais em exames de rotina (JONES et al. 2012).

1.2 TRATAMENTO E REVISAO DA LITERATURA

O tratamento para os casos de SPM localizados, mas n&o passiveis
de resseccao adequada €, na maioria das vezes, multimodal e envolve
frequentemente a cirurgia, quimioterapia (QT) e radioterapia (RT). O
momento ideal para a realizagdo dessas terapias ainda é discutivel (LOPES
et al. 1999; KHANFIR et al. 2003; PISTERS et al. 2007).

A cirurgia associada a RT é a principal modalidade terapéutica,
alcancando elevadas taxas de preservacdo de membros, tanto pelos
avancos técnicos e abordagens multiprofissionais quanto pelo
aprimoramento das proprias técnicas de radioterapia (LINDBERG et al.

1981). Com o advento da RT, houve um melhor controle local com cirurgias



menores com um consequente aumento nas taxas de preservacdo de
membros, mas sem melhora na sobrevida global (SG), ja que os pacientes
continuaram a morrer da doenca metastatica, principalmente pulmonar.
(LINDBERG et al. 1981; ROSENBERG et al. 1982).

Diante de um paciente com diagnostico de sarcoma localizado e de
alto risco (tumores maiores que 5cm, alto grau de diferenciagdo celular e
profundos), a terapia sistémica deve ser considerada. Nesse sentido, a QT,
associada ou ndao a RT, vem sendo aplicada principalmente de modo
adjuvante (CHANG et al. 1988; BRENNAN et al. 1991), no intuito de
melhorar os indices ndo s6 de controle local mas também da doenca a
distancia.

Dentre as duas modalidades de terapia a serem oferecidas, adjuvante
ou neoadjuvante, esta ultima é priorizada em pacientes com tumores
grandes e de localizagao desfavoravel a ressecgéo adequada, em que possa
haver diminuicdo do tamanho deste, facilitando a cirurgia, em relacédo a
margem de ressecgado, sem comprometer os preceitos oncolégicos de
resseccao tridimensional com margens livres (REYNOSO et al. 2010), e que
possa ser efetiva em aumentar a sobrevida, presumidamente por combater
de forma precoce as micrometastases.

No entanto, esses conceitos sdo tedricos tendo as terapias,
neoadjuvante ou adjuvante, o mesmo potencial de eficacia, diferindo apenas
quanto a relacdo temporal de sua aplicabilidade em relagdao ao tratamento
principal, ou seja, antes ou apos a cirurgia ou RT definitiva. Diante desses

conceitos, analisam-se em conjunto alguns estudos considerados de suma



importancia sobre o tema e que mostraram algum beneficio clinico nesse
ambito de tratamento multimodal.

O primeiro deles foi publicado na revista Lancet em 1997 (SMAC —
Sarcoma Meta-Analysis Collaboration). Esse trabalho envolveu 14 trials com
um total de 1.568 pacientes que foram randomizados para receber QT
baseado em doxorrubicina vs. cirurgia apenas (Anonymous 1997). Apesar
de diminuir a sobrevida livre de recorréncia local (SLRL) e a sobrevida livre
de recorréncia a distancia (SLRD), a melhor em SG nao foi estatisticamente
significante (4%; P=0,12). Criticas a esse trabalho sdo direcionadas aos
critérios de selegao dos pacientes. Os muitos tipos histolégicos com variados
grupos de risco, potencialmente minimizaram qualquer efeito adjuvante da
QT. No entanto, analisando o subgrupo de pacientes com tumores de alto
grau em extremidades, constatou-se uma melhora na SG de 8%, agora
significante (P=0,029). Em 2008 foi publicada na revista Cancer uma
atualizagédo dos dados desse estudo (PERVAIZ et al. 2008), com a adigao de
trezentos e oitenta e cinco (385) pacientes e a incorporacao da Ifosfamida ao
esquema terapéutico. Os resultados desse trabalho mostraram, de forma
mais evidente, um beneficio com o uso da QT adjuvante com uma redugao
de risco de 27% (HR=0.73; 1C95%=0.56-0.95) para SLRL; 35% (HR=0.65;
1C95%=0.53-0.80) para SLRD; e de 33% (HR=0.67; 1C95%=0.56—-0.82) para
SG. E mais, a associacdo da doxorrubicina com a ifosfamida melhorou
significativamente a SG, com reducgéo do risco de 6bito de 44% (HR=0,56;
IC95%=0.36-0.85; P=0,01) para os pacientes tratados.

O [talian Sarcoma Group (ISS) conduziu um segundo estudo que



também mostrou beneficio com o uso de QT adjuvante em sarcomas
FRUSTACI et al. (2001) mostraram, avaliando apenas pacientes com
tumores de alto grau de diferenciacédo celular e de estado clinico (EC) Il
(FLEMING et al. 1997), localizados em extremidades (n=104), baseando-se
nos achados do SMAC, que o esquema com epirrubicina (60 mg/m? nos dias
1 e 2, totalizando 120 mg/m? por ciclo), e ifosfamida (1,8 g/m?, nos dias 1 a
5, totalizando 9 g/m?® por ciclo) melhorava as taxas SLRD, quando
comparado com o grupo - controle (85 vs. 72%) nos 2 primeiros anos de
seguimento.

No entanto, esse beneficio se perdeu apos 4 anos de seguimento, em
que as taxas de SLRD foram de 44% vs. 45%, respectivamente.
Inexplicavelmente a SG foi melhor no grupo de QT adjuvante (69 vs. 50%;
P=0,04). Um seguimento mais longo, de 89,6 meses, manteve esse
beneficio (66.0 vs. 46.1%; P=0.04), o que representou um aumento em 2
anos de 13% e de 19% em 4 anos na SG (p=0,04) (BRAMWELL 2001,
FRUSTACI et al. 2003).

O proprio ISS atentou para o fato de que muitos dos pacientes nao
receberam os dois ultimos ciclos de QT previstos no protocolo inicial por
queda de performance clinica. Isso gerou a hipdtese de que os trés
primeiros ciclos eram os de agao mais significante para o ganho de
sobrevida. A partir dessa hipétese, foi publicado em 2012 um trabalho
comparando a eficacia de 3 vs. 5 ciclos de QT, sendo os trés primeiros
realizados de modo neoadjuvante em ambos os bragos. As caracteristicas

dos pacientes eram as mesmas anteriormente descritas, com um total de



160 em cada brago. Foi usado o mesmo regime de QT: epirrubicina
(120mg/m?[ciclo) e ifosfamida (9g/m?/ciclo). A RT foi aplicada de modo
neoadjuvante na metade dos pacientes. A partir da analise por intengéo de
tratamento, ndo houve diferenca entre 3 ou 5 ciclos de QT. Além disso os
autores concluiram que a QT, quando oferecida de modo neoadjuvante,
pode contribuir para um melhor controle local com maior taxa de
preservacao e fungdo do membro (GRONCHI et al. 2012).

Um estudo retrospectivo, ndo randomizado realizado por CORMIER
et al. (2004) demonstrou dados contrarios aos até aqui expostos, ao verificar
que nos pacientes que receberam QT adjuvante (n=337) em relagdo ao
grupo-controle (n=337), todos com sarcoma de alto grau e EC lll, o beneficio
em sobrevida se deu apenas no primeiro ano de seguimento. Esse achado
pode ser justificado pelo fato de que os pacientes com tumores maiores, em
sua maioria, pertenciam ao braco que recebeu QT, além de o esquema de
QT néao ter sido padronizado em termos de tipo de droga utilizada e de
quantidade de ciclos.

Também de modo adverso, aos bons resultados discutidos
anteriormente, a European Organisation for Research and Treatment of
Cancer (EORTC 62771), avaliou um conjunto de 468 pacientes os quais
foram randomizados entre QT adjuvante (ciclofosfamida, vincristina,
doxorrubicina e dacarbazina) vs. cirurgia apenas (PINEDO et al. 1979), e
outros 351 pacientes (EORTC 62931) tratados com doxorrubicina e
ifosfamida também vs. cirurgia (WOLL et al. 2007). Ambos os estudos néo

revelaram beneficio com o uso da QT, ainda que subdividindo os grupos por



grau de diferenciacado celular e tipo histolégico. Esses achados negativos
podem ter sido atribuidos a inclusdo de pacientes com tumores de baixo
risco (6% baixo grau e 60% menores que 10cm), além da dose relativamente
baixa de ifosfamida aplicada (5g/m?/ciclo). Apesar disso, foi observado que,
para os pacientes com ressecc¢ao considerada R1 (margens microscopicas
positivas), os resultados de SLRL e SG foram melhores.

Muitos protocolos de neoadjuvancia em sarcomas tém empregado a
QT concomitante a RT com o objetivo de aumentar a eficacia da RT sobre o
tumor; é o que se denomina QT radiossensibilizante. A maioria desses
esquemas usa a doxorrubicina como droga padrdao. Revisbes nao
sistematicas apontam para taxas de controle locorregionais, com essa
associagao, superiores aos resultados historicos de radioterapia adjuvante
isolada. No entanto, foram constatados elevados indices de complicacdes
pos-operatorias, oscilando entre 26% e 30% (PISTERS 1998; 1999;
PISTERS et al. 2002).

O Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) realizou um ensaio
clinico multi-institucional fase Il (RTOG 9514), com objetivo de validar a
efetividade do esquema com QT e RT (KRAYBILL et al. 2006). Sessenta e
quatro pacientes portadores de SPM de alto grau ou maiores que 8 cm,
localizados em extremidade ou tronco, foram estudados. Os pacientes
receberam uma dose total de 44Gy de RT pré-operatéria associada a QT
que foi oferecida tanto de modo neoadjuvante como adjuvante, totalizando 4
ciclos. As drogas utilizadas foram doxorrubicina (60mg/m?/ciclo), ifosfamida

(7.500 mg/m?/ciclo) e dacarbazina 675 mg/m?/ciclo.



As estimativas de sobrevida livre de recorréncia local (SLRL), SLRD e
SG foram, respectivamente, 56,6%, 64,5% e 75,1% em 3 anos. Esses
resultados foram severamente criticados, particularmente em relacdo as
elevadas taxas de complicacbes e O6bitos em razdo de o esquema ser
considerado altamente téxico (PISTERS 2006).

Quanto aos dados de literatura relacionados com QT neoadjuvante
exclusiva, um trabalho randomizado relacionou essa terapia com dados de
SG e sobrevida livre de recorréncia (SLR) (EORTC 62874) (GORTZAK et al.
2001). Foram randomizados 134 pacientes de alto risco de recidiva (tumor
maior que 8cm de qualquer grau, menor que 8cm de alto grau, ou ambos
quando residual ou recidivado), tendo 67 em cada brago. Utilizou-se como
quimioterapicos a doxorrubicina (50 mg/m? no dia 1) e a ifosfamida (5 g/m?
em infusdo continua) no grupo estudado vs. o grupo-controle que foi
submetido apenas a cirurgia. Pacientes submetidos a ressec¢ao do tumor
com margens inadequadas receberam RT pds-operatéria. Dos pacientes
randomizados para receber QT 87% completaram os trés ciclos previstos no
protocolo. O uso da QT foi relacionado com uma melhor SG (56% vs. 52%),
no entanto, sem significancia estatistica. Um beneficio estimado de SG em 5
anos foi de 15%, se considerado um n=269. O tratamento neoadjuvante néo
comprometeu a realizacdo das outras modalidades de tratamento
subsequentes (cirurgia e RT), com taxas semelhantes de complicagbes
locais pés-operatorias. Em funcado da dificuldade e demora no recrutamento
de pacientes, os investigadores nado estenderam o estudo para fase lli

(GORTZAK et al. 2001).



Um outro estudo negativo quanto a neoadjuvancia foi realizado pelo
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (GROBMYER et al. 2004). De
modo retrospectivo, os investigadores avaliaram 74 pacientes tratados com
doxorrubicina (75 mg/m2/ciclo) e Ifosfamida (6-9 g/m2/ciclo) neoadjuvante
vs. 282 que foram submetidos apenas a cirurgia. Todos os pacientes
estudados eram portadores de SPM de alto grau, maiores que 5cm,
localizados em extremidades e de EC Ill. Apesar dos resultados nao
favorecerem o uso de QT neoadjuvante, para uma analise de subgrupo
envolvendo pacientes com tumores maiores que 10cm, houve um beneficio,
estimado para 3 anos, de 21% quanto a sobrevida especifica por cancer
(SEC) favorecendo o uso de QT, no entanto, sem afetar a SLRD
(GROBMYER et al. 2004).

Na década de 1990, uma série de estudos encabecados pelo
Washington Cancer Institute avaliando que a agdo da QT neoadjuvante em
pacientes portadores de SPM foi animadora. Trinta e trés pacientes foram
submetidos a QT neoadjuvante, administrada tanto por via endovenosa,
como intra-arterial, seguida de cirurgia. O objetivo inicial era evitar
amputagdes em pacientes com extensas lesdes em locais de dificil
abordagem cirurgica, nao passiveis de preservagao do membro (HENSHAW
et al. 2001). Elevadas taxas de SLRD e SG, 80% em 5 anos, para ambas,
foram encontradas, mesmo diante do fato de que todos os pacientes nao
eram passiveis de ressecgdo com margem adequada na avaliagao inicial.
Tais resultados impulsionaram o uso da terapia neoadjuvante em sarcoma,

questionando, inclusive, a necessidade de RT adjuvante nos pacientes que
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tiveram boa resposta a QT.

No entanto, o que se pode concluir até o momento é que, se ha
beneficio com o uso de QT, tanto num cendrio adjuvante quanto
neoadjuvante, este parece ser restrito a pacientes com tumores de
extremidades de alto risco para recorréncia, ou seja, maiores que 10cm, EC
Il e de alto grau, devendo a RT ser mantida ainda como terapia

complementar.

1.3 EXPERIENCIA DO HOSPITAL A.C. CAMARGO

Entre janeiro de 1995 e dezembro de 2004, 49 pacientes com SPM de
extremidades, ndo passiveis de ressec¢cdo adequada, de alto (79,6%) ou
baixo grau (20,4%), e sem antecedente de RT ou QT prévias, foram tratados
com radioquimioterapia neoadjuvante (AGUIAR JR et al. 2009). O esquema
utilizado foi o mesmo preconizado pelo grupo da Universidade de Los
Angeles, anteriormente descrito (ENGEL et al. 1993; EILBER et al. 1995),
que consistiu em doxorrubicina radiossensibilizante (dose total de 60mg/m? e
RT na dose total de 30Gy). 43 pacientes foram a submetidos a cirurgia apos
a terapia de indugdo. O indice de complicagbes severas relacionadas a
ferida operatoria foi de 41,8%. Na avaliagdo anatomopatolégica das pecas
operatorias, observou-se necrose maior que 95% em 5 casos (11,6%),
sendo 2 deles com resposta patologica completa (4,7%). As taxas de SLRL,
SLRD e SG em 5 anos foram, respectivamente, 81,6%, 46,7% e 58,3%.

Apesar dos bons resultados em relagdo a taxas de controle local, as
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altas taxas de complicacbes poés-operatérias relacionadas a ferida, com
muitos pacientes evoluindo com recaida sistémica e obito, foram
preocupantes, embora em concordancia com os dados da literatura
(PISTERS 1998; PISTERS 1999; O’'SULLIVAN et al. 2002).

Tais achados motivaram o Grupo de Sarcomas do Departamento de
Cirurgia Pélvica do Hospital A.C. Camargo a iniciarem, em 2005, um estudo
prospectivo, ainda fase Il, com uso de QT pré-operatéria, sendo a RT
aplicada de modo adjuvante, no intuito de diminuir as altas taxas de
complicagdes de ferida operatdria, decorrentes do uso da RT neoadjuvante,
0 que, muitas vezes, atrasava e até impossibilitava a realizacdo de QT
adjuvante, quando indicada, referente a experiéncia anterior (AGUIAR JR et
al. 2009). Era imperativo avaliar se esse esquema de QT pré-operatoria era
capaz de diminuir as taxas de infecgdo de ferida cirurgica, sem alterar as
taxas de controle local e até de amputagdo. O Grupo se propds a avaliar a
acao da QT sistémica e sua acédo sobre o tumor, mensurando a resposta
patolégica, dada pela quantificagdo da necrose, fibrose e da percentagem de
células viaveis nas pegas cirurgicas.

Usando esse mesmo principio de tratamento, HENSHAW et al. (2001)
mostraram excelente taxa de resposta anatomopatoldgica (>95% de
necrose) para os pacientes tratados, com taxas de controle local
comparaveis aos esquemas com RT. Quanto a resposta clinica, baseada em
exames de imagem (Tomografia Computadorizada e Ressonancia
Magnética). Ainda nesse sentido, GORTZAK et al. (2001) mostraram em um

ensaio clinico fase Il, controlado, com 134 pacientes portadores de SPM de



12

alto risco, utilizando como esquema terapéutico a doxorrubicina e ifosfamida
neoadjuvantes, taxas de resposta clinica objetiva de 29%, com 8% de
resposta clinica completa.

Viu-se em muitos dos trabalhos, citados, que os critérios de selecao
dos pacientes para a realizagdo de QT foram baseados principalmente em
grau histolégico, tamanho e profundidade dos tumores. Tais critérios, apesar
de muito usados, ndo se mostraram suficientes na identificacdo de quais
pacientes realmente se beneficiariam da utilizagdo de QT. Portanto, a
identificacdo de marcadores moleculares, ou a avaliacdo de expressao
proteica e de perfis de expressao génica se fazem necessarias e devem ter
seu papel bem-estabelecido. Do mesmo modo, a identificagdo de
marcadores prognosticos, a partir de pecas operatérias em pacientes

submetidos a alguma terapia neoadjuvante, deve ser considerada.

1.4 MARCADORES MOLECULARES RELACIONADOS A

PROGNOSTICO E A RESPOSTA TERAPEUTICA

Como se viu, o grau histolégico de diferenciacao celular é
considerado um dos fatores progndsticos mais importantes em SPM, sendo
também utilizado como fator preditivo de resposta as terapéuticas
citotdxicas, prevendo-se melhores taxas de resposta para os pacientes com
tumores de alto grau (CORMIER et al. 2004). Porém, ndo € incomum
observar, na pratica clinica, altas taxas de necrose induzida por RT ou QT

em alguns tumores de baixo grau, assim como resultados frustrantes em
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outros tumores de alto grau. Tal contradi¢do nos leva a concluir que o valor
preditivo do grau histolégico como preditor de resposta a radio ou
quimiossensibilidade, ainda, ndo esta bem-estabelecido.

Em SPM, estudos que buscam a identificacdo de fatores moleculares
ou bioquimicos, que se correlacionam com diagnostico, progndstico ou
resposta a terapias locais e sistémicas, vém se tornando frequentes
(MATSUMINE et al. 2007). A identificagcdo de algumas translocagdes
cromossdmicas, que determinam a formagao de genes de fusdo associada a
determinacgao de diferentes tipos histolégicos, como em tumores da familia
Ewing (gene de fusdao EWS-FL11) (ZUCMAN et al. 1992; GINSBERG et al.
1999), rabdomiossarcomas alveolares (genes de fusdo PAX3-FKHR e
PAX7-FKHR) (KELLY et al. 1997; SORENSEN et al. 2002) e sarcomas
sinoviais (SYT-SSX) (LADANYI et al. 2002; GUILLOU et al. 2004), sao
alguns exemplos raros desses marcadores em sarcomas (OLIVEIRA e
FLETCHER 2004; OTTAIANO et al. 2005).

Ratificando o exposto no paragrafo anterior, a identificacdo de
marcadores moleculares prognosticos ou preditivos de resposta terapéutica,
ainda, € mais rara. Destaca-se um estudo, em SPM, que avaliou, por
imunoistoquimica (1Q), a expressao das proteinas HER2, ERCC1 e TOPO2A
em 78 pacientes que foram submetidos a QT neoadjuvante baseada em
doxorrubicina. Foi um estudo retrospectivo para pacientes com tumores
localmente avancgados. Nesse estudo, a alta expressdo da TOPO2A e
ERCC1 foi relacionada com melhores taxas de SLRD (RODRIGO et al.

2011).
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Ainda em sarcomas, outro estudo analisou o valor prognodstico e
preditivo de resposta quanto a presenca de alteragdes relacionadas ao p53 e
p16/p14ARF em pacientes portadores de sarcomas de Ewing. A presenca
de delegdes em p16/p14ARF ou alteragdbes em p53, determinadas por
hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH) e 1Q, respectivamente,
correlacionaram-se  significativamente com resposta pobre a QT
neoadjuvante (HUANG et al. 2005).

A possibilidade de identificagdo de um perfil de expressdo génica
associado a resposta ao tratamento, como, por exemplo, a QT, pode
também ser empregada. Até o momento os resultados publicados sao
principalmente para osteossarcomas (OCHI et al. 2004; MINTZ et al. 2005;
MAN et al. 2005). Para SPM ha alguns trabalhos que tentam correlacionar
perfil de expressao génica e progndstico (FRANCIS et al. 2007; HOFFMANN
et al. 2009; STOCKWIN et al. 2009). Numa tentativa de correlacionar o perfil
de expressao génica em SPM de adultos com resposta a QT, AGUIAR JR
(2007) indicou a via de sinalizagdo mediada por TGF como preditora de ma
resposta a QT neoadjuvante. Segundo o estudo, a via TGF3 se encontrava
significativamente alterada na comparagao entre tumores respondedores e

nao respondedores a QT (Figura 1).
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Figura 1 - Resultado da analise realizada a partir do aplicativo “Pathway express” a partir do banco de genes Kegg. Foram
identificados marcadores que se encontraram diferentemente expressos, apés realizacdo de microarrays em pacientes portadores de SPM de
extremidades, submetidos a QT neoadjuvante. Representacdo esquematica da via de sinalizagéo regulada por TGF3 URL:http://www.genome.jp/kega/
pathway/hsa/hsa04350.html, obtida apds a disposicdo dos genes diferentemente expressos usados pelo programa para determinar qual via esta

alterada, através do aplicativo “pathway express” disponivel no site http://vortex.cs.wayne.edu/ontoexpress/. Os circulos apontam para os genes que
apresentaram diferenga significativa de expresséo entre os respondedores e os ndo respondedores.

15



16

1.5 VIA MEDIADA POR TGFB — MARCADORES TGFB, SMAD4,
ID1 E FST

HANAHAN e WEINBERG (2000) propuseram que todas as
neoplasias possuem tragos “fisiolégicos” principais durante o curso de
malignizagéo. A aquisicdo de autonomia no crescimento e multiplicagao
celular, resisténcia a sinais citostaticos e apoptdéticos, e a indugao da
angiogénese com invasao e metastase representam pontos fundamentais
que medeiam o desenvolvimento e a progressao tumoral. Muitos estudos
mostram que a via mediada por TGF[3 tem papel principal, tanto direta como
indiretamente, na regulagcado da aquisi¢ao, por células cancerigenas, de cada
um destes tragos citados anteriormente.

Transforming Growth factor-B (TGFB) € uma citocina multifuncional,
produzida principalmente por macréfagos, que regula o desenvolvimento,
diferenciacdo e homeostase. E considerado um potente agente antitumoral
que inibe a proliferacdo descontrolada do endotélio e de células
hematopoiéticas. Alteragcdes na via mediada por TGF criam mecanismo de
resisténcia ao controle mediado pelo proprio TGF[, o que leva a fendmenos
cancinogénicos (BLOBE et al. 2000; SHI e MASSAGUE 2003; GALLIHER et
al. 2006). Paradoxalmente existe uma série de eventos genéticos e
epigenéticos que convertem o TGF[3 de um agente supressor para promotor

do crescimento, desenvolvimento e metastase tumoral (Figura 2).
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Fonte: TIAN et al. (2011).
Figura 2 - TGFB e sua ambiguidade na promogao ou supressao tumoral.
Anel verde — Atuagdes do TGFB como promotor tumoral. Anel vermelho — Fungbes do TGFB
como supressor tumoral.

Quando a habilidade citostatica do TGFB é perdida, as células
neoplasicas entram num ciclo celular continuo, apesar da presengca de
qualquer citocina supressora (WAITE e ENG 2003). O TGFB também atua
no fendmeno de “transicao epitélio mesénquima”, que, quando alterado,
propicia a progressao tumoral e desenvolvimento de metastases. Além
disso, altos niveis de TGF circulantes inativam, paradoxalmente, sistemas
de vigilancia imune inatos, aumentando a suscetibilidade ao
desenvolvimento e progressao de tumores (GORELIK e FLAVELL 2000).

O sistema de sinalizagdo mediado por TGFB possui duas vias

distintas principais: a via candnica e a via ndo candnica (Figura 3).
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*= Via Candnica

Os diversos efeitos do TGFB sao mediados por um sistema simples
de sinalizagao formado por trés receptores de membrana: TBR-I, TBR-Il e
TBR-IIl; e trés fatores de transcricdo latentes intracelulares: SMAD 2, 3 e 4
(MOUSTAKAS e HELDIN 2005; FENG e DERYNCK 2005; TIAN et al. 2011).
Uma das isoformas do TGFB (I, Il ou lll) se liga ao TBR-Il que forma um
complexo transmembrana com TBR-l. Este ultimo, ativado, estimula na
porcao intracelular, os fatores transcricionais SMAD2 e SMAD3 latentes,
através de uma reacao de fosforilacdo nas suas por¢cdes C-terminais. Essa
forsforilacdo facilita a associacdo dos SMADs 2 e 3 com o SMADA4.
Posteriormente, esse complexo heterodimérico SMAD2, 3/4 migra e se
acumula no nucleo.

O acesso ao nucleo viabiliza ao complexo SMAD2, 3/4 a interagao
com uma grande variedade de co-ativadores e supressores transcricionais
que alteram a funcdo da célula, através da inducdo ou supressao celular,
coordenada por genes responsivos ao TGFB (MOUSTAKAS e HELDIN
2005). A reacéao de fosfotransferase de ativagdo dos SMADs, no citoplasma,
pode ser inibida pelo SMAD inibidor (SMAD7), através de duas maneiras
principais: inibicdo direta sobre o TBR-I ocluindo o acesso aos SMADs 2 e 3
(HAYASHI et al. 1997; NAKAO et al. 1997; SOUCHELNYTSKYI et al. 1998);
e recrutando a E3 ligase SMURF1/2, faciltando a ubquitininagdo e
degradacgao do receptor de TGFB no proteossoma (KAVSAK et al. 2000;

EBISAWA et al. 2001).
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*= Via Nao Candnica

O TGFB também altera o comportamento celular através da ativagao
dos SMADs 2 e 3 por uma via independente de sinalizagdo, ndo canoénica.
Esta via surge a partir da habilidade do TGFB em estimular MAP quinases
(ERK1/ERK2, p38-MAPK e JNK), quinases associados ao crescimento e
sobrevivéncia (PI3K, AKT/PKB, e mTOR) e um pequeno grupo de ligantes
GTPs: Ras, RhoA, Rac1, e Cdc42 (BHOWMICK et al. 2001; BAKIN et al.
2002; LAMOUILLE e DERYNCK 2007). Adicionalmente, a ativacdo do
sistema de sinalizacdo NF-k B tipicamente € reprimida por TGFB em
epitélios normais (AZUMA et al. 1999). A ativagcdo de modo amplificado dos
componentes dessa via nao canbnica de sinalizacdo tem sido
responsabilizada por sobrepujar os mecanismos normais de homeostase
celular governados pelos SMADs 2 e 3, exercendo um papel proeminente no
desenvolvimento das neoplasias. Permanece incerto, como os dimeros de
TGFB agem na ativagao dos efetores da via ndo candnica de sinalizagao,
assim como a maneira pela qual as atividades deles, se tornam
desregulados em resposta ao proprio TGFB no desenvolvimento e
progressao dos tumores (TIAN et al. 2001).

Os efeitos do TGFB em sarcomas sao raramente reportados. WANG
et al. (2003) observaram que a transdugao de sinal via SMAD é importante
na regulacao do crescimento do rabdomiossarcoma embrionario. Tecidos de
rabdomiossarcoma mostraram, em uma analise mais recente, uma alta
expressao de ERK2 e SMAD4, quando comparados ao controle normal

(WANG et al. 2007).
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Figura 3 - Visédo geral da via de sinalizagdo mediada por TGFf3 no cancer.
TBR-I também é conhecido como activin-like kinase 5 (ALK5). A via canbnica representada
pela fosforilagdo dos SMADs 2 e 3 e migragdo do complexo com o SMAD 4 ao nucleo. A via
ndo candnica e seus fatores de transcricdo envolvidos, alguns exemplos sdo: EMT
(epithelial-mesenchymal transition), PAK (p21-activated kinase), PI3K (phosphatidylinositol
3-kinase) SMURF1 (Smad ubiquitination regulatory factor 1).

O SMAD4 ou co-SMAD é um fator de transcricdo pertencente a
superfamilia do TGFf, que forma um complexo heterotipico com os SMAD2
e 3 fosforilados e migram para o nucleo da célula. O SMAD4 exerce um
papel fundamental na via mediada por TGFB, mantendo a homeostase
celular e tecidual, atuando como supressor tumoral. A perda de expressao
do SMAD4 é encontrada em carcinomas espinocelulares (CEC) de pele e de
es6fago (YANG e YANG 2010). Em outros tumores, como, por exemplo,

adenocarcinoma de pancreas ou colangiocarcinomas, a deficiéncia de

SMAD4 nao estimula a carcinogénese, mas atua como promotor tumoral,
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acelerando sinergicamente o desenvolvimento e progressdo da neoplasia
que foi iniciada através de outras vias oncogénicas (YANG e YANG 2010). A
via de sinalizagao canbnica, descrita anteriormente, compreende a via da
qual o SMAD4 faz parte. A via nao canbnica é tida como SMAD
independente.

A Folistatina (FST) é uma glicoproteina secretada na glandula
pituitaria e gbnadas. Tem como funcgéo fisioldgica suprimir a sintese e
secrecdo do FSH (horménio foliculo estimulante) da pituitaria, sendo
anteriormente denominada de FSH-suppressing protein (FSP) (RODINO-
KLAPAC et al. 2009). Distribuida por muitos 6rgaos, a FST € encontrada, na
maioria das vezes, na circulagao apos ser secretada pelas proprias paredes
das veias do corpo. Trés isoformas de FST sao produzidas: FS288, FS303,
e FS315. A forma curta, FS288, se liga intrinsecamente ao heparan-sulfato
de proteoglicanos, sendo normalmente encontradas na superficie celular,
podendo ser langadas na circulagao pela heparina (NAKAMURA et al. 1991;
PHILLIPS et al. 2000). Em contraste, a forma longa, FS315, € a principal
encontrada na circulacdo. Tem como funcdes mediar o crescimento celular,
desenvolvimento e diferenciagdo de varios 6rgaos e tecidos (DE KRETSER
et al. 2012). Essas proteinas bloqueiam a interacéo entre as ativinas e seus
receptores de superficie. As ativinas sdo membros da superfamilia do TGFp,
que incluem as préprias ativinas, inibinas, TGFBs, bone morphogenetic
proteins (BMPs), growth and differentiation factor (GDF), Nod, miostatina,
lymphocyte inhibitory fator (LIF), entre outros. Os efeitos biolégicos dos

membros dessa superfamilia ocorrem em varios tipos celulares. Elas
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regulam a proliferacdo celular, apoptose e carcinogénese de um modo
mediado, principalmente, via SMAD (PHILLIPS et al. 2000). Receptores
celulares das ativinas, quando ativados, geram uma cascata de fosforilagao
até os SMADs 2 e 3 da via canbnica do TGF que seguem o fluxo normal
até o nucleo quando unidos, no complexo heteromérico, ao SMAD4 (LI et al.
2011).

Inhibitors of differentiation or inhibitors of DNA binding (lds) séo
proteinas que regulam negativamente fatores de transcrigdo nuclear. Séao
induzidas pelas bone morphogenetic proteins (BMPs), que sdo membros da
superfamilia TGF[3, presentes em muitos tipos celulares. As proteinas Id sdo
um dos alvos principais dos BMPs, sendo responsaveis por muitas
atividades bioldgicas destas proteinas (MIYAZONO e MIYAZAWA 2002).

Quatro subtipos de Id foram encontradas em mamiferos: Id1 a Id4.
Geralmente, elas agem como reguladoras positivas da proliferagao celular e
negativas na diferenciagao celular. Durante o desenvolvimento embrionario o
balanco entre a proliferacao e diferenciacdo celular deve ser coordenado.
As proteinas Id estdo envolvidas nessa coordenacédo (LYDEN et al. 1999)
com provavel controle no tempo de mudanca entre a proliferacido e
diferenciagdo celular. Fisiologicamente, elas interagem com fatores de
transcricdo bHLH através das regides HLH das proteinas que se ligam ao
DNA. Eles sao tidos como fatores inibidores da diferenciagao celular, porque
muitos dos fatores de transcricdio bHLH regulam positivamente a
diferenciagao celular em varios tecidos e células do corpo (Figura 4). Estao

envolvidas também em processos apoptéticos e de angiogénese (SIKDER et
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al. 2003). Por exemplo, proteinas Id1 em mioblastos associam-se com
proteinas E2A e inibem a formacdo de um heterodimero funcionante
chamado E2A-MyoD, que mantém um fenétipo desdiferenciado nos
mioblastos. Os BMPs também induzem a expressao de Id1 nas células
endoteliais. Esse achado sugere um importante papel do Id no
desenvolvimento e homeostase vascular tecidual. O 1d2 age positivamente
na regulacao do ciclo celular. Ela interage com a forma hipofosforilada ativa
de proteinas da familia Rb (retinoblastoma) e inibe as funcdes

antiproliferativa delas (MIYAZONO e MIYAZAWA 2002).
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Fonte: SIKDER et al. (2003).

Figura 4 - Modelo esquematico mostrando os efeitos do Id na transcrigdo
mediada por bHLH. A: Ativagéo da transcrigéo pelos dimeros de bHLH na auséncia de
Ids culminando em diferenciagao celular. B: Com a expressao das proteinas Id, os dimeros

de bHLH-Id formados s&o incapazes de ligarem-se ao DNA, promovendo a inibigdo dos
genes associados a diferenciagao celular.
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Diante do fato de que programas de diferenciacdo celular sao
frequentemente alterados durante o desenvolvimento de neoplasias, nao é
surpresa que as proteinas Id tenham papel nesse processo. Essa hipotese
também foi levantada ao se observar em altos niveis de expressao de Id em
células na fase proliferativa e indiferenciadas (ISRAEL et al. 1999). Além
disso, em cultura de células tumorais foram observadas, nas linhagens
celulares bem diferenciadas — ceratindcitos, mioblastos, epitélio mamario e
células pré-adipdcitas uma baixa expressdo das proteinas Id. De modo
adverso, a superexpressao dessas proteinas conseguiu inibir a diferenciagao
dessas células mesmo que em condi¢gbes apropriadas (LASORELLA et al.
2001). A expressao génica dos Id tem sido mostrada em varios tipos de
tumores, incluindo cancer de pulméao, sarcoma de Ewing e condrossarcomas
(LASORELLA et al. 2001).

Diante do exposto, apesar de ser pequeno o numero de casos onde
foram encontradas a superexpressao dos genes descritos anteriormente,
ficou clara a participacdo deles em processos vitais de desenvolvimento

celular, maturacao e diferenciacao.
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2 JUSTIFICATIVA

A identificagdo de um perfil de expressdo génica que indicou como
superexpressa a via de sinalizagdo mediada por TGFB, em pacientes
adultos portadores de SPM de extremidades, nao respondedores a QT pré-
operatoria, mostrada anteriormente no nosso servico (AGUIAR JR 2007)
associado ao tamanho pequeno da amostra analisada, nos estimulou a
realizagcao deste estudo no intuito de aumentar o numero de pacientes a
serem avaliados com énfase nos resultados clinicos e, principalmente, na
avaliagcao quanto a expressao proteica dos produtos dos genes Transforming
Growth factor-B (TGF); Follistatin (FST); Id1 (inhibition of differentiation 1); e
SMAD4 da via mediada por TGFf, e a correlacdo destes com a resposta

patoldgica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar por imunoistoquimica a expressao proteica de TGF@, FST, Id1
e SMAD4 - todos pertencentes a via mediada por TGFB — correlacionando
os resultados a resposta patoldégica em pacientes portadores de SPM de
extremidades de alto grau, ndo passiveis de ressecgdo adequada,

submetidos a tratamento pré-operatério com ifosfamida e doxorrubicina.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1 Expandir os resultados preliminares de um ensaio clinico fase Il que
usa o esquema de QT pré-operatéria com doxorrubicina e ifosfamida,
associado a RT adjuvante, utilizando como desfechos a taxa de
resposta objetiva sobre o tumor primario; a taxa de preservacédo de
membros e a taxa de contra-indicagdo cirurgica causada por
complicagbes do tratamento ou por progressao de doenca durante o
tratamento pré-operatdrio.

2 Determinar as taxas de toxicidade do esquema proposto.

3 Avaliar o método de analise patologica que quantifica a percentagem
de células tumorais viaveis nas pecas operatorias ressecadas, dos
pacientes arrolados no estudo, que vem sido utilizado no Hospital

A.C.Camargo e correlacionando com dados de sobrevida.
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4 METODOS

Trata-se de um estudo observacional transversal, com os pacientes
provenientes de um estudo clinico prospectivo, ndo controlado de fase Il, em
andamento no Hospital A.C.Camargo desde janeiro de 2005, que investiga a
efetividade do esquema de tratamento pré-operatério com doxorrubicina e
ifosfamida em adultos portadores de SPM de extremidades, n&do passiveis
de resseccdao adequada, o que totalizou 42 pacientes. O término de
recrutamento se deu em junho de 2011 com os dados de seguimento
analisados até 30 de outubro de 2012. Os critérios de inclusdo e exclusao

sdo:

41 CRITERIOS DE INCLUSAO

. Pacientes com idade acima de 16 anos, portadores de SPM de alto
grau histolégico de extremidades, incluindo cintura pélvica e
escapular, confirmado por exame anatomopatoldgico;

o Pacientes portadores de tumores primarios ou recidivados, nao
passiveis de ressecgcdao com margem tridimensional de 2,0 cm
adequada, ou nos quais n&o seja possivel a preservacdo do membro,
ante o julgamento clinico realizado pelo cirurgido, em pacientes que
nao tenham sido submetidos a QT ou a RT prévia;

o indice de Karnofsky maior que 70%;
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Contagem de leucdcitos maior que 3.500 / mm?3, neutréfilos maior que
1.500 / mm® e de plaquetas maior que 100.000 / mm?; creatinina
sérica abaixo de 1,5 mg/dL; dosagem sérica de bilirrubinas dentro do
limite da normalidade e de transaminases até duas vezes o valor
normal; auséncia de sinais de insuficiéncia cardiaca, determinada

pela fragdo de ejegao.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes com diagnéstico de: rabdomiossarcoma embrionario;
tumores neuroectodérmicos primitivos (PNET’s); condrossarcomas ou
osteossarcomas;

Pacientes que tenham sido submetidos a RT ou a QT como
tratamento prévio;

Portadores de infeccao por HIV;

Recusa em assinar Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
aprovado pelo comité de ética e pesquisa do Hospital A.C. Camargo

(Anexo 5)

VARIAVEIS CLINICAS E PATOLOGICAS COLETADAS

Os dados clinicos e de anatomia patoldgica foram coletados em ficha

padronizada (Anexos 1 e 2). Algumas observagdes sao feitas a seguir.

O Anexo 1 se refere apenas a biopsia, a |IQ descrita € diagndstica.
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Topografia da lesdo, incluem-se: membro inferior (localizagcao distal a

prega inguinal); membro superior, definido como localizagao distal ao
ombro; cintura pélvica, que inclui tumores da regiao glutea ou inguinal,
excluindo-se os tumores da fossa iliaca; e cintura escapular,
compreendendo o ombro, axila ou regido escapular.

Manipulacdo prévia considera-se para analise em um sd grupo 0s

pacientes intactos ou que tenham sido submetidos apenas a bidpsia
incisional ou por agulha grossa; considerou-se ressecgao recente
aqueles pacientes que foram submetidos a cirurgia em até trés meses
antes da admissdo no nosso servigo; enquanto tumor recidivado foi
tido como aquele que surgiu apds trés meses de um eventual
tratamento cirurgico prévio.

Utilizou-se o indice de Karnofsky para a determinagéo da performance
status.

Para o item Toxicidade, classificaram-se o tipo e a graduacado das
complicacbes, com base nos Critérios Comuns de Toxicidade
padronizados pelo National Institute of Health (NIH) 2.0, ja inseridos
na ficha do Anexo 2 e disponivel no site http://safetyprofiler-

ctep.nci.nih.gov/CTC/CTC.aspx.
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4.4 FINANCIAMENTO E APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

EM PESQUISA

O presente estudo foi financiado pelo programa CEPID, da Fundagao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP). Faz parte do
programa proposto pela Capes em conjunto com a FAP — Fundagao Antdnio
Prudente, denominado “Residéncia-Doutorado”.

Todos os pacientes que participaram deste trabalho assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 5) e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital A.C.Camargo

(Anexo 6).

45 COLETA DE MATERIAL PARA ARMAZENAMENTO E

ANALISE HISTOPATOLOGICA

Todos os pacientes foram submetidos a bidpsia (incisional ou por
agulha grossa guiada por TC ou ultrassonografia - US) para confirmagao
histopatologica, determinagao do grau de malignidade histologica e coleta de
material para analise molecular posterior. O material que foi enviado para
diagnostico anatomopatologico foi coletado em formalina tamponada e
incluido em parafina pelo processo tradicional. Parte do tecido tumoral
coletado foi imediatamente identificado e congelado em nitrogénio liquido ou
imerso em solugdo RNA Later® (Ambion, Austin, TX, EUA) sendo

armazenado em até 24 horas a temperatura de —80°C.
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Foram utilizadas as laminas coradas por hematoxilina e eosina (H&E),
presentes no arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital
A.C.Camargo, para a confirmagdo diagnostica, obtencdo de variaveis
histolégicas e realizagdo de 1Q (Protocolo Anexo 3). Todos os casos foram
revisados por uma unica patologista do Departamento de Anatomia
Patolégica do Hospital A.C.Camargo (IWC), com o diagnostico e a
graduacao dos tumores, seguindo a orientagdo da Organizagao Mundial de
Saude publicada na série “Blue Books” (Pathology & Genetics — WHO
classification of tumors e Fédération Nationale des Centres de Lutte Contre
le Cancer — FNCLCC) (GUILLOU et al. 1997; FLETCHER et al. 2002).
Considerou-se para este trabalhos, os tumores de graus 2 e 3 como de alto
grau. O prontuario dos pacientes foi avaliado para a coleta de dados clinicos
e de exames complementares.

A partir de cada pecga cirurgica ressecada apos o tratamento pré-
operatorio com QT, foi obtida e representada uma fatia inteira do espécime
em que havia menor necrose macroscopica visivel. Uma fotocopia desta
fatia foi feita e mapeada com realizagdo de cortes de 1,0 a 2,0 cm® Em
seguida, foram confeccionados os blocos e I|aminas para estudo

microscopico (Figura 5).
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Figura 5 - Fotografia colorida do fragmento central de uma peca operatodria
e ladminas de microscopia. (A) Fragmento central de pega operatoria: As

demarcacoes e digitos grafados sdo exemplos de como é realizado o mapeamento do
fragmento estudado. As demarcagbes seguem um padréo de 1-2cm? de didmetro com
uma sequéncia de letras e numeros. (B) Laminas de microscopia confeccionadas a partir
de areas previamente demarcadas e correspondentes as mostradas em (A).
Ao exame microscopico, foi estabelecida a percentagem de células
viaveis, fibrose e necrose em cada lamina. Ao final, a soma das
porcentagens de células viaveis em cada lamina foi dividida pelo numero de

lAminas avaliadas. Com esse calculo obteve-se o valor médio, em

percentagem, de células viaveis presentes no espécime cirurgico.
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Figura 6 - Fotomicrografia de sarcoma sinovial representando fragmento de

peca operatéria dos pacientes submetidos QT pré-operatoria. A — 100% de
células viaveis (10X), B — 100% de células vidveis (40X). C — Area correspondente a
necrose (10X) e D — auséncia de células viaveis (10X).

46 ESTADIAMENTO DOS TUMORES

Como método de estadiamento local utilizou-se a tomografia
computadorizada (TC) ou ressonéncia magnética (RM). Para a avaliagao
quanto a presencga de doencga a distancia, foi utilizada a TC de térax. Para os
portadores de lipossarcoma de extremidades, foi realizada TC ou
ultrassonografia (US) de abdémen total e pelve para investigar se havia a
presenca de lesao sincronica retroperitoneal. Todos os tumores, inclusive os
recidivados, foram reclassificados de acordo com o AJCC 72 edigdo (EDGE

et al. 2010).
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4.7 QUIMIOTERAPIA E AVALIAGAO DE RESPOSTA CLINICA

O tratamento realizado obedeceu a um padrdao adotado no Hospital
A.C.Camargo desde 2005. O plano terapéutico foi de um ciclo a cada 21

dias, completando um total de quatro ciclos, descriminado, a seguir:

e Doxorrubicina: 30 mg/m2 por via endovenosa, em “bolus”, D1 e D2.
Dose total de 60 mg/m2;

e Ifosfamida: 2,0 g/m?dia por via endovenosa em 1 hora, D1 a D5.
Dose total de 10 g/m?;

e MESNA: 100% da dose de ifosfamida, 15 minutos antes e 4 horas e 8

horas apds o inicio da infusao de ifosfamida.

Apods a fase de QT de inducédo, os pacientes foram avaliados quanto a
resposta clinica. Eles foram examinados apds trés semanas de cada ciclo de
QT pelo cirurgido responsavel. Exames de imagem, TC ou RM do local do
tumor e TC do térax, foram realizados antes do inicio do tratamento, durante
a fase de estadiamento, e trés semanas apds o término do ultimo ciclo de
QT. Os critérios usados para avaliagdo de resposta clinica foram os
preconizados pelo RECIST (THERASSE et al. 2000).

A partir da analise unidimensional do maior didmetro tumoral em
milimetros, foram comparadas as imagens pré e pés-tratamento. Apds isso

feito, os resultados foram classificados em:
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a) Resposta Parcial - quando houve diminuigdo maior ou igual a 30%
do tamanho do maior didmetro do tumor em comparagédo com a imagem pré-
tratamento;

b) Resposta Completa - quando nao houve evidéncia de tumor; e

c) Doenga Estavel (ou sem resposta) - quando a diminuigdo no
tamanho do maior didmetro do tumor foi menor que 30% ou quando houve
aumento menor que 20%. Considerou-se como:

d) Progressao de Doenga quando se observou aumento maior que
20% no maior didmetro do tumor primario, ou surgimento de metastases a

distancia (Figura 7).

Figura 7 - Avaliagao de resposta clinica (RECIST). As letras A e B mostram um
caso em que houve resposta parcial apos o tratamento pré-operatorio. (A) corte sagital de
RM de membros inferiores mostrando lesdo na coxa esquerda antes da realizacdo da QT
pré-operatéria. (B) corte sagital de RM de membros inferiores apds a realizagdo de 4 ciclos
de QT, mostrando redugao de 30% da lesao, no maior didmetro.

A cirurgia ocorreu dentro de um periodo de 3 a 4 semanas apds o
término do ultimo ciclo de QT. Todos os pacientes foram avaliados para a

resseccao oncoldgica com preservagdao de membros. Os pacientes, cujas

lesdes ndo apresentaram resposta a ponto de permitir a preservagao do



36

membro, foram indicados para um novo esquema neoadjuvante, com RT, ou
operados precocemente (Figura 8). A indicacdo de amputagdo ou
desarticulacao foi considerada apds auséncia de resposta clinica suficiente
para permitir a cirurgia conservadora do membro, mesmo apés a mudanga

do esquema terapéutico pré-operatorio.

Qt1 Q2 Qt3 Qt4 Cirurgia RT

R } b

12345678910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25

semanas
—_—

Avaliagac da resposta
-objetiva: RECIST
-Subjetiva: queixas + exame fisico

Figura 8 - Representacdo esquematica do protocolo de tratamento para
SPM de alto grau em extremidades nao passiveis de ressecgdo adequada
adotado no hospital A.C. Camargo. S&o preconizados 4 ciclos de QT (Qt1-4) como

doxorrubicina e ifosfamida até a 12* semana. Na 15° semana s&o realizados exames de
imagem (CT ou RM) para avaliagdo da resposta clinica (RECIST). Os pacientes sao
submetidos a cirurgia em seguida. A RT adjuvante foi realizada cerca de 4-8 semanas apoés
a cirurgia.

Embora existam muitas variagbes quanto aos tipos de cirurgia,
obedeceu-se ao principio da resseccao tridimensional, com ressec¢ao em
bloco do tumor, contendo tecido normal no seu contorno, nos sentidos
longitudinal, transversal e em profundidade com margem de 2cm. Nos casos

de tumor residual macroscopico, identificado apés a remocdo da peca,

sendo o paciente submetido a cirurgia preservadora, a ressecgao foi



37

classificada como inadequada. Portanto, a classificacdo das operacgdes foi
feita pelo cirurgidao ao final dos procedimentos, sem conhecimento da
determinagao microscépica das margens, ou seja, sem, necessariamente, a
realizagcao de exame de congelacédo, em adequada, marginal ou inadequada.

A peca operatéria foi estudada pelo patologista que classificou as
margens de ressec¢do de maneira convencional, classificando, em trés
categorias: (i) margens livres (resseccdo RO0); (i) margens
microscopicamente comprometidas (resseccao R1); (ii) e margens
macroscopicamente comprometidas (ressec¢dao R2). As margens livres
foram subdividas em: amplas e exiguas, esta ultima foi assim chamada

quando a margem livre foi de <2mm em relagédo ao tumor.

4.8 RADIOTERAPIA POS-OPERATORIA

Em qualquer tipo de resseccdo, excetuando-se as amputacdes e
desarticulagdes, foram colocados clipes metalicos delimitando o leito tumoral
para melhor planejamento da RT pds-operatoria.

Todos os pacientes foram candidatos a RT pds-operatéria, que se
iniciou dentro de no maximo 60 dias apos a cirurgia, conforme o seguinte
protocolo:

1. Teleterapia: Dose total de até 65 Gy, com redugdes prevista para 45 e

55 Gy, com fracionamento de 180 cGy/dia, 5 vezes por semana (35

sessodes).
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2. Planejamento:

Clincal Target Volume, (CTV;): Leito tumoral + 5 cm no sentido

longitudinal e 2 cm lateralmente. Para lesbes pélvicas ou de cintura
escapular, margens de 2 a 3 cm poderiam ser consideradas;

o CTVy: leito tumoral + 2 cm;

e Planning Target Volume; (PTV,): CTV1+ 1 cm. Dose para PTVy:
4.500 cGy/25 fragoes;

e PTV, CTVy+ 1 cm. Dose para PTV, : 2.000 cGy/10 fragdes.

4.9 AVALIAGAO DOS RESULTADOS DE IMUNOISTOQUIMICA

Avaliou-se a correlagdo entre o ganho ou perda de expressédo das
proteinas TGFB, FST, Id1 e SMAD4 nas amostras de bidpsias e pecas
operatdrias dos pacientes tratados com QT pré-operatéria, correlacionando
com a resposta patoldgica avaliada através da contagem de percentagem de
células viaveis presentes nos espécimes cirurgicos. Os pontos de corte
adotados foram 5%, <10% e <30% de células viaveis.

As reagdes de imunoistoquimica (IQ) foram feitas usando o sistema
de deteccdo Envision FLEX/HRP-polimero (DAKO) (Anexo 3). Dados
referentes aos anticorpos utilizados, diluicdo e fabricantes estao listados na
Tabela 1; maiores detalhes no Anexo 4.

A extensdo da positividade foi estabelecida de duas maneiras

distintas: uma para as marcacdes nucleares e outra para as citoplasmaticas.
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Para as marcagdes nucleares graduou-se numa escala de 0 a 3 a
depender da percentagem de células com positividade dos nucleos
presentes no campo de grande aumento (SMAD4 e Id1), sendo: 0, com
valores entre 0% a 25% das células positivas; 1, mais de 25% e até 50%; 2,
mais de 50% e até 75%; e 3, quando a positividade estivesse presente em
mais de 75% das células.

Para as marcagdes citoplasmaticas (TGFB e FST) graduou-se numa
escala de 0 a 3+ a depender da intensidade de marcacdao no campo de
grande aumento: 0 representa a nao expressao da proteina, + pouca
intensidade, ++ moderada intensidade e +++ forte intensidade (exemplos
das marcacdes para cada Ac estudado estdo mostrados nos resultados
deste trabalho). Para fins estatisticos, 0 e 1 foram agrupados em relagao a 2

e 3.

Tabela 1 - Descricado dos anticorpos primarios utilizados, diluicdes,
fabricantes e clones utilizados nas reacdes de imunoistoquimica

ANTICORPO MARCA CLONE DILUIGAO
FST (citoplasma) Sigma-Aldrich Policlonal 1:50
SMAD 4 (nuclear) Novus Biologicals IMD-89 1:80
TGFp (citoplasma) Novo Castra TGFB17 1:100

ID1 (nuclear) Abcam 2456C1a 1:100

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizado o software Package for the
Social Sciences for Windows™ versao 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

As variaveis e desfechos clinicos do estudo foram descritivas e se deram
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através de determinacédo das frequéncias simples das préprias variaveis e
dos desfechos. Foram usados os testes de McNemar para variaveis
categodricas pareadas e Qui-quadrado (X?) ou Teste Exato de Fisher para as
variaveis categoricas ndo pareadas. As medidas de tendéncia central (média
e mediana) e de variabilidade (variancia e desvio padrao) foram utilizadas
para descrever as variaveis numeéricas; e a distribuicdo de frequéncia foi
utilizada para as variaveis categdricas. O tempo médio e mediano de
seguimento foi calculado a partir da data da realizacdo do primeiro ciclo da
quimioterapia até a data da ultima consulta, da perda de seguimento ou do
obito. Consideramos como significante p<0,05. Calculos de sobrevida e a
confeccdo da curva de sobrevida foram realizados pelo método de Kaplan-
Meier (Mantel-Cox) e teste de Log-Rank. Para a analise dos fatores
prognoésticos de SLRD, excluiram-se os casos de pacientes com doenca
metastatica no momento da cirurgia e os casos que nao foram operados,
tendo, desse modo, apenas os pacientes que foram tratados com intencéo

curativa.
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5 RESULTADOS

5.1 VARIAVEIS CLINICAS E REFERENTES AO TUMOR

De abril de 2005 a junho de 2011, 42 pacientes portadores de SPM de
alto grau, ndo passiveis de ressecgdo adequada, localizados em
extremidades, incluindo cintura pélvica e escapular, foram elegiveis para o
protocolo de terapia pré-operatéria com doxorrubicina e ifosfamida no
Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital A.C.Camargo, em S&o Paulo.
As variaveis clinicas foram atualizadas até 30 de outubro de 2012 e estdo
mostradas na Tabela 2.

A mediana de idade dos pacientes foi de 44 anos (16-84). 22
pacientes (52,4%) eram homens e 20 (47,6%) eram mulheres. O tamanho
das lesbes, no maior eixo, variou de 40mm a 350mm, e a média de 120mm
(dp 71,56mm); 19 pacientes (45,3%) tinham tumores menores ou iguais a
100mm, enquanto 23 (54,7%) tinham tumores com tamanho maior que
100mm. Dentre uma grande variedade em relagao ao tipo histolégico, o mais
comum foi o sarcoma sinovial seguido do tipo fusocelular e
mixofibrossarcoma, com 26,2%, 19,1% e 16,7% das amostras,
respectivamente (Tabela 2). Todos os casos foram de sarcomas de alto
grau. Trés pacientes foram classificados como estadio clinico llb; outros
trinta (71,4%) como lll; e dos demais 9 pacientes (21,4%) tinham doenca

metastatica ao diagndstico (EC V). A maioria dos pacientes (71,4%) tinha
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tumores localizados em membro inferior e intactos ou, apenas, biopsiados

quando na entrada no estudo.

Tabela 2 - Frequéncia das variaveis clinicas e relativas ao tumor (n=42).

Variavel Categoria n* (%)
Género Masculino 22 (52,4)
Feminino 20 (47,6)
Idade (anos) <40 16 (30,7)
40 ou mais 26 (69,3)

KPS** (%) <70 4 (9,5)
80 ou mais 38 (90,5)

EC Iy 3(7,2)
1] 30 (71,4)

v 9(21,4)
Comorbidade Sim 15 (35,7)
Nao 27(62,8)
Tamanho (cm) <10 19 (45,3)
>10 23 (54.7)

Tipo histolégico

Sinovial 11 (26,2)

Fusocelular 8 (19,0)

Mixofibrossarcoma 7 (16,7)

Pleomorfico 6(14,4)

Leiomiossaroma 6 (14,4)

Lipossarcoma 3(7,2)

Epitelivide 1(2,1)
Topografia Membro inferior 30 (71,4)
Membro superior 5(11,9)

Cintura pélvica 4 (9,5)

Cintura escapular 3(7,2)

Recidivado Sim 5(11,9)
Nao 37 (88,1)

*n = NUmero de casos;
**KPS = Karnofsky.
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O tempo de seguimento mediano para todos os pacientes foi de 37,1
meses e, para os pacientes ndo metastaticos ao diagndstico, foi de 42
meses. Dois Obitos ocorreram com menos de dois meses do inicio do
tratamento, sendo um deles por toxicidade a QT e, o segundo, por
progressao sistémica fulminante, apdés o segundo ciclo do esquema
proposto.

Excluindo-se os pacientes metastaticos ao diagnéstico (n=9), 23
pacientes (69,7%) nao apresentaram recidiva local ou a distancia; 10
(30,3%) evoluiram com recidiva pulmonar; 3 pacientes evoluiram com
recidiva local, todos metastaticos ao diagnéstico. Nenhum paciente
inicialmente tratado com intencao curativa apresentou recidiva local. Para os
pacientes ndo metastaticos ao diagnostico, a Sobrevida Global (SG) foi de
87,9% e 78,1% em 3 e 5 anos, e a Sobrevida Livre de Recorréncia a
Distancia (SLRD) foi de 66,9% e 62,5% em 3 e 5 anos respectivamente.
(Figura 9-A e B). Para os pacientes que se apresentaram com metastases
ao diagnéstico, a SG em 3 anos foi de 25,9% com mediana de 31 meses

(Figura 9C).
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Nove pacientes se apresentavam com metastases a admissao, todas
pulmonares. Apenas um paciente deste grupo encontra-se vivo até o
momento, recebendo QT paliativa e contabilizando 17 meses de
seguimento. As curvas de SG comparando pacientes metastaticos vs nao

metastaticos estdo mostradas na Figura 10.
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Figura 10 - Curva de SG para pacientes submetidos a QT pré-operatoria
(n=42), de acordo com a presenga ou ndo de metastases ao diagndstico.
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5.2 REALIZAGAO DA QUIMIOTERAPIA, RESPOSTA CLINICA E

TOXICIDADE

Na Tabela 3 estdo mostrados os dados referentes a quimioterapia,
toxicidade, resposta clinica e patoldgica. Utilizando os critérios estabelecidos
pelo RECIST (THERASSE et al. 2000), 31 pacientes (75,6%); tiveram
resposta parcial ou doenga estavel apds o inicio do tratamento. Todos os
pacientes que tiveram resposta parcial (N=7) completaram 3 ou 4 ciclos de
quimioterapia, enquanto, dos pacientes com doenga estavel apds a
neoadjuvancia (N=23), apenas um nao fez 3 ou 4 ciclos. Com relacdo aos
pacientes com progressao de doenga (n=10) ao RECIST, 9 apresentaram
progressao local e um caso apresentou progressdo sistémica. Destes
pacientes, 8 foram submetidos a apenas 2 ciclos de quimioterapia. Nenhum
caso com progressao de doenca local ao RECIST apresentou menos de
10% de células viaveis, com 3 evoluindo com recidiva sistémica até o
momento.

Dos casos nao metastaticos possiveis de serem reavaliados (n=32), 5
tiveram resposta parcial, 19 doenca estavel e 8 progressédo de doenga. A SG
em 5 anos foi de 100% (resposta parcial), 80% (doenca estavel), 75%
(progressao de doenga) e a SLRD foi de 100%, 69,8% e 50% para resposta
parcial, doencga estavel e progressao, respectivamente. Apesar da diferenca
apresentada, esta nao foi significativamente estatistica entre pacientes que
apresentaram resposta clinica, mantiveram doenga estavel ou progrediram

ao RECIST (Figura 11).
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Dos 42 pacientes tratados com QT, 19 (45,2%) apresentaram
toxicidade graus 3 e 4, todas relacionadas a parametros hematolégicos,
sendo a leucopenia e a anemia as principais complicagdes (Tabela 3). Essa
toxicidade foi responsavel por 4 casos de infecgbes graves e um obito,
mesmo assim, 33 pacientes (76,2%) completaram pelo menos 3 ciclos de
QT. Todas as outras complicagdes (nauseas, vomitos, diarreia, estomatite,
alopecia, alteracbes de bilirrubina, transaminases, creatinina, além de
toxicidade pulmonar, cardiaca e neural) foram de grau 1 e 2. Nauseas (57%)
e vomitos (48%) foram as alteragdes gastrointestinais mais frequentes. Os
dados de toxicidade relacionados a QT estdo descritos na Tabela 4. 32
ainda foram submetidos a 3 ou 4 ciclos de QT, enquanto 10 foram
submetidos a 2 ciclos ou menos. Destes ultimos, apenas 2 apresentaram
toxicidade grave com um Obito; o outro paciente teve sua cirurgia
antecipada. O restante (n=8) teve a cirurgia antecipada por progressao local.
Os dados em relagdo a quantidade de ciclos realizados e resposta

patolégica estdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Frequéncia dos dados referentes a quantidade de ciclos, resposta
clinico/patolégica e toxicidade do esquema de QT pré-operatoria

Variavel Categoria n (%)
Ciclos de QT
1-2 10 (23,8)
3-4 32 (76,2)
Resposta Clinica
(RECIST)*
Completa —_—
Parcial 7(17,1)
Estavel 24 (58,5)
Progressao 10 (24,4)

Resposta Patologica

-Células viaveis <=5% 6 (15,0)
<=10% 8(20,0)
<=30% 15 (37,5)

Toxicidade**

Grau1-2 23 (54,8)
Grau 3-4 18 (42,8)
Grau 5 1(2,4)

* Avaliados 41 casos;
** Um obito por toxicidade a QT.
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Tabela 4 - Frequéncia de toxicidade hematolégica e ndo hematologica,

relacionadas ao uso de QT pré-operatéria

Variavel/categorias n (%)
Toxicidade Hematolégica*
Anemia
Grau 3 3(7,1)
Grau 4 3(7,1)
Lecopenia
Grau 3 2(2,4)
Grau 4 11 (26,2)
Neutropenia**
Grau 3 4 (9,5)
Grau 4 10 (23,8)
Plaquetopenia
Grau 3 1(2,4)
Grau 4 —
Toxicidade ndo hematolégica
(Somados valores Grau 1 e 2)
Cardiaca 4 (9,5)
Infecgao*** 19 (45,3)
Estomatite 24 (57,1)
Renal 1(2,4)
Pulmonar —
Hepatica —_—
Alopécia 40 (95,2)
GI* 26 (85,7)
Neurolégica —

* Valor no nadir/mm?;
** Contagem absoluta;

*** 4 casos de infecgdo grave (toxicidade graus 3 e 4) com um 6bito;
* Nausea — 14 pacientes com toxicidade Grau 2; vOmito e diarreia — 7 pacientes com

toxicidade Grau 2 cada.
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5.3 RESPOSTA PATOLOGICA

A analise das pegas operatorias evidenciou que 6 pacientes (15%)
tinham apenas 5% (ou menos) de células viaveis na amostra. Um deles
necessitou de RT pré-operatéria por aparente progressdo ao RECIST.
Considerando como corte um valor de 10% ou menos de células viaveis,
foram encontrados 8 pacientes, representando 20% dos casos operados.
Com um ponto de corte de 30% ou menos tivemos 15 pacientes (37,5%)
(Tabela 3). Os valores de SG e SLRD para pacientes ndo metastaticos com
relacdo a percentagem de células viaveis estdo discriminados na Tabela 5.

As curvas de SG e SLRD estdo mostradas na Figura 12a-c.

Tabela 5 - Distribuicdo dos dados de SG e SLRD para os pacientes nao
metastaticos ao diagnéstico (n=33), distribuidos de acordo com a
percentagem de células viaveis da pega operatoria.

Variavel/categoria n SG* P(X%) SLRD** P(X%)
% de células
viaveis

<5% 6 100% 0,20 100% 0,06
>5% 25 77,7% 55%

<10% 8 100% 0,13 85,7% 0,12
>10% 23 75,3% 56,5%

<30% 12 90,9% 0,11 82,5% 0,07
>30% 19 76,7% 50,7%

* % prevista de pacientes vivos em 5 anos;
** % prevista de pacientes vivos e sem recorréncia a distadncia em 5 anos.
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Para os pacientes metastaticos, a percentagem de células viaveis

inferior a 30% nao teve relagdo com SG nem com SLRL.

5.4 CIRURGIA, COMPLICAGOES E RADIOTERAPIA

A Tabela 6 mostra os dados referentes aos aspectos cirurgicos em
geral, avaliagdo de margens, taxa de preservagdo do membro acometido e
recidiva. Destes, 37 (92,5%) pacientes foram submetidos a uma ressecgéo
RO. Apenas 3 (7,5%) pacientes foram submetidos a amputagdo do membro
acometido pelo tumor, sendo um caso considerado passivel de ressecc¢ao
com preservagao do membro, na avaliagao inicial pela RM (antes da QT preé-
operatoria). Esse paciente vinha com doencga estavel em exames de controle
na vigéncia da QT, mas, apds o terceiro ciclo, houve uma progresséo
consideravel que, mesmo o paciente recebendo os 4 ciclos previstos,
impossibilitou a preservagdo do membro. Os outros dois casos ja tinham
indicagao prévia de amputacgéo pela avaliagdo dos exames de imagem.

Entres estes, 9 pacientes tiveram complicagdo no sitio cirurgico. Um
deles necessitou de reabordagem, por sangramento; 2 apresentaram a
formagdo de seroma local e 8 evoluiram com deiscéncia, sendo 2 delas
relacionadas com infeccdo do sitio cirurgico. Apesar disso, apenas um
destes casos que apresentou complicagdo de ferida operatéria, nao foi
submetido a RT pds-operatoria. Dos outros 6 pacientes que n&o receberam

RT operatdria, 2 tinham sido submetidos a amputacido do membro, outros 2
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tinham doenga metastatica ao diagndstico, uma paciente era portadora de

um segundo tumor primario € um paciente recusou o tratamento.

Tabela 6 - Distribuicdo dos 40 pacientes que foram operados apds o
tratamento com QT pré-operatoéria, segundo o tipo de cirurgia realizada,
frequéncia das complicacbes de ferida operatdria (FO), frequéncia de
pacientes que receberam RT adjuvante e do numero de pacientes que
evoluiram com recorréncia local ou a distancia.

Variavel Categoria n (%)

Margens de ressecgao

RO 37 (92,5)

R1 3(7,5)
Preservagao do membro

Sim 37 (92,5)

Nao 3(7,5)
Complicagao de FO*

Sim 9(22,5)

Nao 31 (77,5)
Radioterapia Adjuvante

Sim 33 (82,5)

Nao 7(17,5)
Recorréncia**
- Local 3(7,5)
- Distancia 10 (30,3)

* Complicagdes: seroma, deiscéncia, hemorragia e infecgao;

** Nove pacientes foram avaliados apenas quanto a recidiva local (N=3) por serem EC
IV ao diagnéstico. Para avaliagdo de recidiva a distancia foram excluidos os pacientes
metastaticos ao diagndstico.
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A avaliagcdo anatomopatoldégica dos espécimes cirurgicos revelou
margens microscopicas livres em 37 pacientes (R0). Chamamos de margens
livres e exiguas os achados compativeis com ressec¢cao marginal, menores
que 2mm. Esse achado ocorreu em 11 casos. Margem microscopica
comprometida (R1) foi encontrada em 3 casos. Dois deles receberam
radioterapia local e o um caso foi de um paciente submetido a amputacao do
membro e nao realizou RT pds-operatdria. Estudando os pacientes nao
metastaticos ao diagndstico, ou seja, com intengéo curativa de tratamento,
vé-se que nao houve diferenga significativa em termos de SG e SLRD,
quando se compara 0s pacientes com margens livres e exiguas vs. livres e

amplas (Figura 13).
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Figura 13 - Curva de SLRD para os pacientes ndo metastaticos (n=33), de

acordo com as margens microscopicas livres e amplas vs. livres e exiguas.
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Analisando apenas os pacientes tratados com intengdo curativa,
conceituados no paragrafo anterior, viu-se que os dados clinicos de tamanho
do tumor (£10cm vs. >10cm) e idade (<50 anos vs. >50 anos) nao
apresentaram diferencga significativamente estatistica em termos de SG e
SLRD para uma estimativa de 5 anos de seguimento. Apesar disso, 90% dos
pacientes com tumores menores que 10cm (n=17) se encontram vivos apos
5 anos de seguimento, quando comparados com 64,3% dos pacientes com

tumores maiores de 10cm de tamanho (Figura 14).
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Figura 14 - Curvas de SG (A) e SLRD (B) para os pacientes néao
metastaticos (n=33), de acordo com o tamanho.
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Dentre os pacientes tratados com intengéo curativa (n=33), 5 (15%)
apresentaram resposta parcial e 8 (24%) progressao de doenca ao RECIST
na reavaliagdo apos a QT pré-operatdria. Os pacientes que foram
classificados como “resposta parcial” evoluiram em 100% de SG vs. 75%
dos pacientes com progressdo de doenga (Tabela 7 e Figura 15). Essa
diferengca foi ainda maior para SLRD, cujos 50% dos pacientes que
apresentaram progressao de doenga, na vigéncia da QT pré-operatoria,
evoluiram com recidiva pulmonar em até 2 anos de seguimento. Apesar
desses dados, apenas 2 pacientes com resposta parcial ao RECIST

apresentaram menos de 5% de células viaveis na peca cirurgica (Tabela 8).
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Ainda em relacdo aos pacientes tratados com intengdo curativa
(n=33), 8 (24%) foram submetidos a apenas um ou 2 ciclos de QT pré-
operatéria, enquanto 25 (75%) realizaram no minimo 3 ciclos. O motivo da
interrupcao do tratamento pré-operatério apdés o primeiro ou segundo ciclo
foi progressao da doenga em 6 pacientes (75%), enquanto que 2 (25%)
pacientes interromperam o tratamento antes do terceiro ciclo por toxicidade.

Nao houve diferenca em termos de SG e SLRD entre os dois grupos.

Tabela 7 - SG e SLRD para os pacientes ndo metastaticos ao diagndstico
(n=32), relacionadas com a quantidade de ciclos de QT realizado, dados
clinicos e de resposta clinica.

Variavel/categorias n SG* P SLRD* P

Tamanho (cm)

<10 17 90,0% 0,14 61,4% 0,83
>10 16 64,3% 67,0%

Idade (anos)
<50 21 87,9% 0,48 58,1% 0,72

> 50 12 68,2% 72,7%

Resposta Clinica

(RECIST)

Parcial 5 100,0% 0,40 100,0% 0,11

Estavel 19 80,6% 60,8%
Progressao 8 75,0% 50,0%

Ciclos de QT**

1-2 8 75,0% 0,28 57,1% 0,32
3-4 25 80,8% 65,3%

* % prevista de pacientes vivos em 5 anos; ** 33 pacientes avaliados.
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Tabela 8 - Variaveis clinicas, distribuidas de acordo com a resposta
patolégica (percentagem de células viaveis na pega operatoria) para os
pacientes ndo metastaticos ao diagnéstico (n=33).

% de células viaveis* — n (%)

Variavel Categoria 5% P(X?) 10% P(X?) 30% P(X?)

Tamanho
<10 (19) 2 (10,5) 0,66 4 (21,1) 1,00 6 (31,6) 0,52

> 10 (21) 4 (19,0) 4 (19,0) 9(42,9)
Resposta
(RECIST) Parcial (7) 2(28,6) 0,17 2 (28,6) 0,17 5(71,4) 0,03”
Progres- 0 (0) 0(0,0) 1(11,1)
sdo (9)
Estavel** 4 (16,7) 6 (25,0) 9 (37,5)
(24)
Ciclos (QT)
1-2 (8) 1(12,5) 1,00 1(12,5) 1,00 1(12,5) 0,22
3-4 (32) 5(15,6) 7(21,9) 14 (43,8)

* Os pontos de_corte utilizados para resposta patolégica foram: <5%, <10% e <30% de
células viaveis. O valor de P foi obtido pelo teste X° comparando as variaveis "resposta
parcial” vs. “progresséo de doenga”.

5.5 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS TGFB

SMAD4, ID1 E FST

Foram avaliadas pela técnica de imunoistoquimica as proteinas TGF[3
SMAD4, |d1 e FST. Os resultados referentes a expressao de cada proteina
serdo mostrados em tépicos separados, a seguir. A Tabela 8 mostra em o
numero de casos mostrados em que houve expressao ou falta de expressao
das proteinas listadas, tanto na peca operatéria quanto na bidpsia. Foram

considerados todos os casos de pacientes operados (N=40) para a analise e
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comparagao entre a expressdao dos marcadores na bidpsia e na peca
operatéria. A comparagao da expressao das proteinas na bidpsia vs.

resposta patolégica na pega operatoria esta demonstrada na Tabela 9.

Tabela 9 - Distribuicdo dos 40 pacientes foram operados apds o tratamento
de QT pré-operatéria, quanto a expressao das proteinas TGFf, Id1, FST e
SMAD4, comparando as amostras de biopsia vs. peca operatéria.

Anticorpo Procedéncia Expressao N (%) P (McN¥)
TGFp**
(citoplasma) Bidpsia Sim 07 (19,0)
Nao 30 (81,0) 0,62
Peca Sim 08 (24,2)
Nao 25 (75,7)
Id1
(Nucleo) Bidpsia Sim 07 (19,5)
Nao 29 (80,5) 1,00
Peca Sim 01 (3,2)
Nao 31 (96,8)
FST
(Citoplasma) Biopsia Sim 14 (37,9)
Nao 23 (62,1) 0,72
Peca Sim 14 (56,0)
Nao 11 (44,0)
SMAD4"
(Nucleo)
Biopsia Sim 1(83,7)
Nao 06 (16,3) 1,00
Peca Sim 23 (69,7)
Nao 10 (30,3)

* Calculo de probabilidade obtido usando o teste de McNemar para amostras pareadas para
os casos validos (possiveis de serem avallados tanto bidpsia quanto em pega operatéria);

** O valor de P obtido pelo teste de X® para as amostras de forma ndo pareada foi
significativo (P=0,002). O mesmo ocorreu para FST com P=0,009;

*** Quando se avaliou se houve queda de marcagao forte para o SMAD4 (=75% de nucleos
marcados vs. <75%) houve diferenca significativa nas amostras validas pareadas, calculada
pelo teste de McNemar (P=0,007).

5.51 TGFB
Na analise pareada dos 31 casos validos analisados (possiveis de

serem avaliados tanto biépsia quanto em pecga operatéria), ndo houve perda



65

ou ganho da expressdo do TGFp, estatisticamente significativa, nas pecas
operatorias quando comparadas as bidpsias (Tabela 8). No entanto a analise
nao pareada, calculada pelo método de Fisher, mostrou diferenca
significativa (P=0,002) entre a bidpsia (virgem de tratamento) e pecga (pds
QT).

Quanto a expressédo (positiva ou negativa) do TGFS nas amostras de
biépsia quando correlacionadas a resposta patoldgica, avaliando apenas os
casos operados onde foi possivel a realizagdo da IQ (n=37), tivemos trinta
pacientes com expressao negativa (0 ou +) e sete com expressao positiva
(++ ou +++). Dos trinta pacientes com expressdo negativa, onze se
apresentaram com 30% ou menos de células viaveis na pega cirurgica.
Apenas dois pacientes, dos sete com expressao positiva na bidpsia,
mostraram valores menores ou iguais 30% de células viaveis na amostra.

Essa diferenga nao foi significante (P=1,00) (Tabela 10).
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Figura 16 — Fotomicrografia de (A e B) sarcoma pelomoérfico e (C e D)
sarcoma sinovial com relagdo a expressao imunoistoquimica para o Ac
TGFB em bidpsia (pré-tratamento com QT) e pega cirdrgica (pos-
tratamento com QT) (40X). A e B — Exemplos de casos negativos (0) para a
expressao de TGFf na bidpsia (A) e na pega cirturgica (B). C e D - Exemplos de casos
positivos (C +++ e D ++) para a expressao de TGFf na bidpsia (C) e na pega cirurgica (D).
5.5.2 Id1
Tanto para a analise pareada quanto ndo pareada dos 29 casos
validos analisados, ndo houve perda ou ganho da expressao do Id1,
estatisticamente significativa, nas pecas operatdrias quando comparadas as
bidpsias (Tabela 8).
Quanto a expressao (positiva ou negativa) do Id1 nas amostras de
bidpsia, quando correlacionadas a resposta patologica, avaliando apenas os

casos operados onde foi possivel a realizagdo da |Q (n=36), houve 29

pacientes com expressao negativa (0 ou 1) e 7 com expressao positiva (2 ou
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3). Dos 29 com expressao negativa, 8 (27,6%) se apresentaram com 30% ou
menos de células viaveis na pega cirurgica, enquanto apenas 4 pacientes
(57,1%), dos 7 com expressao positiva na bidpsia, mostraram valores
menores ou iguais a 30% de células viaveis na amostra. Essa diferenga nao

foi significante (P=0,19) (Tabela 10).
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Figura 17 - Fotomicrografia de sarcoma fusocelular com relagdo a

expressao imunoistoquimica nuclear para o Ac Id1 (A — 10X e B — 40X).
A e B — Exemplos de caso positivo (3) (A - bidpsia) e negativo (1) (B — pecga cirurgica) para
a expressao de 1d1 nuclear.

5.5.3 FST

Na analise pareada dos 33 casos validos analisados, ndao houve
perda ou ganho da expressdo do FST, estatisticamente significativa, nas
pecas operatérias quando comparadas as biopsias (Tabela 8). No entanto a
analise ndo pareada, calculada pelo método de Fisher, mostrou diferenca
significativa (P=0,009) entre a bidpsia (virgem de tratamento) e a pecga (pos-
QT).

Quanto a expressao (positiva ou negativa) do FST nas amostras de
biépsia quando correlacionadas a resposta patoldgica, avaliando apenas os

casos operados onde foi possivel a realizagdo da 1Q (n=37), houve 23
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pacientes com expressao negativa (0 ou +) e 14 com expressao positiva (++
ou +++). Dos 23 pacientes com expressao negativa, 7 (30,4%) se
apresentaram com 30% ou menos de células viaveis na pecga cirurgica;
enquanto 6 pacientes (42,9%), dos 14 com expresséo positiva na bidpsia,
mostraram valores menores ou iguais a 30% de células vidveis na amostra.

Essa diferenga nao foi significante (P=0,49) (Tabela 10).

Figura 18 - Fotomicrografia de sarcoma sinovial com relacédo a expressao

imunoistoquimica para o Ac FST (10X).
A e B — Exemplos de casos positivos para a expressao de FST, sendo avaliado como +++
na biopsia (A) e ++ na pega cirurgica (B).
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5.5.4 SMAD4 (nuclear)

Na analise pareada dos 32 casos validos, nao houve perda ou ganho
da expressdo do SMAD4, estatisticamente significativa, nas pecas
operatorias quando comparadas as biopsias (Tabela 8). No entanto a
analise, ainda pareada, avaliando apenas a queda de marcagéao forte (275%
de nucleos marcados vs <75%) calculada pelo método de McNemar,
mostrou diferenga significativa (P=0,007) entre a bidpsia (virgem de
tratamento) e a peca (p6s-QT).

Quanto a expressao (positiva ou negativa) do SMAD4 nas amostras
de bidpsia quando correlacionadas a resposta patoldgica, avaliando apenas
0s casos operados onde foi possivel a realizagdo da 1Q (n=37), houve 6
pacientes com expressao negativa (0 ou 1) e 31 com expressao positiva (2
ou 3). Dos 6 com expressao negativa, 2 (33,3%) se apresentaram com 30%
ou menos de células viaveis na pega cirurgica, enquanto 11 pacientes
(35,5%), dos 31 com expressado positiva na bidpsia, mostraram valores
menores ou iguais 30% de células viaveis na amostra. Essa diferenga nao

foi significante (P=1,00) (Tabela 10).
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Figura 19 - Fotomicrografia de sarcoma fusocelular com relagdo a
expressao imunoistoquimica para o Ac SMAD4 (A — 10X e B — 40X).

A e B — Exemplos de caso positivo (3) (A - bidpsia) e negativo (1) (B — pecga cirurgica) para
a expressao de SMAD4 nuclear.

Tabela 10 - Casos categorizados quanto a expressao das proteinas TGFj3,
Id1, FST e SMAD4, distribuidos de acordo com a resposta patoldgica
(amostras de biopsia).

% de células viaveis** — n (%)

Ac* Expressdo(n) 5% P(X?) 10% P(X?) 30% P(X3)

TGFB

(N=37) Sim (7) 1(14,3) 1,00 2(286) 0,59  2(28,6) 1,00
N3o (30) 4(13,3) 5(16,7) 11 (36,7)

Id1

(N=36) Sim (7) 2(28,6) 024 3(42,9 0,11 4 (57,1) 0,19
N3o (29) 3(10,3) 4(13,8) 8 (27.6)

FST

(N=37) Sim (14) 3(21,4) 0,34 3(21,4) 100  6(429) 0,49
N3o (23) 2(8,7) 4 (17,4) 7 (30,4)

SMAD4

(N=37) Sim (31) 5(16,1) 0,56 6(19,4) 100 11(355) 1,00
N3o (6) 0 (0,0) 1(16,7) 2 (33,3)

* Ac — Anticorpo;
** Os pontos de corte utilizados para resposta patologica foram: <5%, <10% e <30% de
células viaveis.
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6 DISCUSSAO

O prognéstico de pacientes com SPM de alto grau em extremidades
ainda é precario, principalmente, por causa das recaidas a distancia, apesar
da melhora significativa obtida ao longo do tempo quanto ao controle local
da doenca (PISTERS et al. 2007). A QT neoadjuvante, apesar de ser um
tratamento ndo padrdo, pode tanto facilitar a resseccdo do tumor com
margens adequadas, a exemplo da radioterapia, como combater
precocemente a doenga micrometastatica. Com estes argumentos, o0 nimero
de centro que trata SPM com QT de indugdo, estd crescendo,
principalmente, para lesdes com potencial risco de ressecg¢des inadequadas
sem nenhuma terapia inicial, os tumores de alto grau com risco aumentado
para metastases (EILBER et al. 2001; GOMEZ et al. 2004).

Deve-se lembrar de que, tratando-se de doencga rara, os SPM sao, na
maioria dos estudos, separados em dois grupos principais: alto grau e baixo
grau. Essa divisdo guia a terapéutica na grande maioria dos pacientes. Os
tumores de baixo grau, quando tratados com ressecg¢ao tridimensional
adequada, dificilmente evoluem com recidiva local ou a distancia. Enquanto
os de alto grau tém um comportamento bem mais agressivo, com 50% deles
recaindo a distancia apesar das terapias instituidas. Além disso, outros
fatores, como o tamanho do tumor; profundidade do tumor em relagao a
fascia muscular; e presenca ou nao de metastases, se correlacionam com

recaida e obito (COINDRE et al. 2001) O grau histolégico é considerado o
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fator progndstico mais importante. Ele € usado também como fator preditivo
de resposta as terapias citotoxicas, prevendo-se melhores taxas de resposta
em tumores de alto grau (CORMIER et al. 2004).

Entretanto, também, na pratica clinica, observa-se altas taxas de
necrose induzida por RT ou QT em alguns tumores de baixo grau ou
resultados desanimadores nos de alto grau. Portanto, o valor preditivo do
grau histolégico para radio ou quimiossensibilidade nao pode ser
considerado 6timo. WEITZ et al. (2003) mostraram que, apesar dos avangos,
a sobrevida dos pacientes com SPM permanece praticamente a mesma,
apenas com ganho em preservacdo de membro, mas ndao em sobrevida
global, fato atribuido a esquemas de QT estanques. No entanto, a
aplicabilidade de QT permanece justificada nesses tumores, ficando o tipo
histolégico, ainda, em segundo plano, mesmo sabendo que alguns tipos
histolégicos respondem diferentemente a quimioterapicos especificos e com
expressdes moleculares distintas (KOEA et al. 2003), até que drogas mais
direcionadas sejam postas em pratica clinica. Diante dessa situagao,
deparamo-nos com duas opg¢des: ou se melhoram as drogas para
tratamento dos sarcomas, ou se selecionam melhor os pacientes, baseando-
se nao apenas no grau, mas em subtipos histolégicos ou marcadores
bioldgicos por exemplo.

Numa visdo mais direcionada aos diferentes tipos histolégicos e a
presenca de alteracbes moleculares especificas, acredita-se que, a partir de
informacdes moleculares, se passe a tratar diferentemente os sarcomas, de

uma forma mais individualizada, do ponto de vista quimioterapico,
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principalmente, orientado por fatores preditivos mais acurados. Ha um
aumento do numero de publicagdes em oncologia fundamentadas em
estudos de biologia molecular. A oncologia moderna caminha na tentativa de
estabelecer o perfil biolégico dos tumores para direcionar o tratamento, é o
que se denomina de terapia individualizada. Em muitos casos houve
verdadeiras revolucdes terapéuticas fundadas em achados moleculares. E o
exemplo dos tumores estromais gastrointestinais (GIST's) em que mutacgdes
especificas direcionam doses terapéuticas e utilizacdo de terapia-alvo com
excelente eficacia em controle da doenga e sobrevida (CORLESS et al.
2011).

Uma outra forma de investigacdo se da pela busca de alteragdes
cromossOmicas. Na introdugcao deste trabalho viu-se que a identificagao de
translocagdes cromossémicas pode ter valor prognéstico (KELLY et al.1997;
GINSBERG et al. 1999; LADANYI et al. 2002; OTTAIANO et al. 2005
MATSUMINE et al. 2007).

Para SPM, o valor prognéstico de marcadores moleculares, assim
como a avaliagcdo de resposta a terapias, ainda, sdo pouco frequente,
mesmo sabendo que o objetivo de estabelecer marcadores bioldgicos
preditores de resposta em substituicdo a resposta patoldgica seja promissor
(MERIMSKY et al. 2002; OTTAIANO et al. 2005; RODRIGO et al. 2011). Em
cenarios de neoadjuvancia, um estudo revelou a expressdo da multidrug
resistence glicoprotein 1 (MDR1) em pacientes de pior evolugéo (JIMENEZ
et al. 1999); e um outro, que avaliou a perda ou ganho do ErbB-4, apds a

terapia de indugcao, mostrou pior evolugado em pacientes com aumento da



74

expressao desse marcador nas pegas operatorias (MERIMSKY et al. 2002).
Com relagcado a doxorrubicina, tém sido estudados alguns marcadores com
possivel papel preditor em resposta, tendo em vista que a possivel
resisténcia da droga seja devida a anormalidades bioquimicas envolvendo
interacdo droga-DNA e reparo (PAIK et al. 2000; DI LEO et al. 2001;
DURBECAQ et al. 2004).

Neste estudo, buscou-se avaliar a expressao proteica, pela técnica de
IQ, dos genes (TGFB, FST, Id1) pertencentes a via de sinalizagdo mediada
por TGFB, tendo em vista que tais genes foram identificados como
superexpressos em pacientes nao respondedores a QT neoadjuvante a
partir de uma analise de microarray, realizado Nucleo de Sarcomas do
Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital A.C. Camargo (AGUIAR JR.
2007). O grande problema enfrentado naquela ocasido foi o pequeno
numero de casos avaliados. Além disso, a identificacdo da via mediada por
TGFB, comprovadamente, tem papel fundamental na carcinogénese de
diversas neoplasias, incluindo sarcomas, o que estimulou a permanecer
nessas linha de investigacdo. Avaliou-se também a expressao do SMAD4
nuclear, porque se considerou um gene essencial ao funcionamento da via,
uma vez que carreia o complexo ativado da via canénica SMAD2/3 para o
nucleo.

Como visto anteriormente, a via mediada por TGFB tem atividade
supressora de proliferagao em células epiteliais, porém promove a invasao e
as metastases durante as fases de progressao tumoral. A perda de resposta

ao efeito inibitdrio, ou supressor tumoral, desta via esta associada ao
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aumento de expressdao dos ligantes no microambiente tumoral ou a
mutagbes nos receptores de membrana (BIERIE e MOSES 2006). A
metodologia aplicada anteriormente permitiu apenas identificar que membros
da via do TGFB se encontravam significativamente superexpressos em
pacientes nao respondedores a quimioterapia neoadjuvante, mas né&o
permitiu determinar exatamente que fungdes ou capacidades esses tumores
perderam ou adquiriram, em razdo da multiplicidade funcional da via.

Foi observado, naquela ocasido, que dentro da via do TGFp, alguns
genes identificados como diferentemente expressos tinham atividades
opostas. Houve, paradoxalmente, um aumento da expressdo, tanto do
préprio ligante TGFB1, como de alguns de seus inibidores (FST e LTBP1),
como aumentados em expressao nos tumores resistentes a quimioterapia.
Apesar da identificacdo da via defeituosa, ndo foi possivel determinar quais
genes mais influenciaram na alteragao. Portanto, um aumento do numero de
casos; estudar mais especificamente cada gene; qual o real papel deles no
processo de carcinogénese em sarcoma; e ver quais aplicabilidades clinicas
serao possiveis, se fazem necessarias.

Uma revisdo publicada em por HELDIN et al. (2004) mostrou que
tanto a formacgao de novos vasos, quanto a formagao de matriz extracelular
induzida por TGFB, aumenta a pressao do fluido intersticial no
microambiente tumoral. Esse é um fator limitante, por exemplo, na
penetracao de quimioterapicos no tumor. Nesse sentido, o emprego de anti-
angiogénicos ou inibidores de atividade de TGFB em combinagdo co m

quimioterapicos convencionais, com objetivo de diminuir a pressao
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intersticial, pode facilitar a penetragao de drogas citotdxicas no tumor, o que
parece ser uma estratégia interessante a ser testada em ensaios clinicos
futuros. Um inibidor seletivo da atividade de quinase do receptor tipo 1 de
TGFB ja vem sendo testado com sucesso em experimentos animais (GE

RONGRONG et al. 2006).

6.1 RESPOSTA ANATOMOPATOLOGICA

Determinar se a resposta patoldgica, representada por necrose
tumoral, induzida por alguma modalidade de tratamento tem relacdo com a
sobrevida ou a recorréncia local, é tema de muitos estudos anteriormente
publicados na literatura. A resposta patologica apds a terapia de indugéo é
um poderoso preditor de sobrevida em tumores 6sseos (ROSEN et al. 1982).
Contudo, tratando-se tratando de SPM, a dificuldade em avaliar essa
resposta, tendo em vista que muitos tumores ja possuem uma grande
percentagem de necrose, mesmo sem terapia alguma, e as classificagdes
vigentes para tumores 0sseos usam valores de 50%, 95% e mais de 95%,
como pontos de corte para avaliagdo de resposta (EILBER et al. 2001;
ISSELS et al. 2001; GOMEZ et al. 2004; MENENDEZ et al. 2007).

Em sarcomas de partes moles, um dos primeiros trabalhos sobre o
tema foi publicado por EILBER et al. (2001). Foi um estudo retrospectivo
com 496 pacientes, todos portadores de sarcomas de alto grau em
extremidades e submetidos a tratamento neoadjuvante com RT e QT (quatro

esquemas baseados em doxorrubicina). Tanto sobrevida livre de doenga
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local quanto sobrevida global foram significativamente melhores nos
pacientes com mais de 95% de necrose na pega operatoria. Além disso, os
pacientes com percentuais de necrose menores que 95% tinham 2,51 vezes
mais chances de desenvolverem recorréncia local e 1,86 vezes de morrerem
pela doenga. A adicdo de ifosfamida ao esquema aumentou de 13% para
48% a percentagem de pacientes com 95% ou mais de necrose no
espécime cirargico. O mesmo autor mostrou beneficio em sarcomas
retroperitoneais, 25% dos casos foram considerados respondedores com
resposta patolégica maior que 95% de necrose. Esse grupo de pacientes
teve melhora significativa em sobrevida especifica por cancer em relagao
aos demais (DONAHUE et al. 2010).

Um outro estudo, com 48 pacientes adotou também RT e QT
neoadjuvante e correlacionou com a resposta patolégica. Foi adotado como
esquema de QT a combinagdo de doxorrubicina (20 mg/m?); ifosfamida (2,0
g/m?); e dacarbazina (250 mg/m?) (MAID), em trés ciclos pré-operatorios
concomitantes a radioterapia, seguidos por cirurgia. Todos os pacientes
eram portadores de sarcomas de alto grau de extremidades maiores que
8cm (DELANEY et al. 2003). Quando comparados com a resposta
radiolégica, utilizando os critérios do RECIST (THERASSE et al. 2000), a
resposta patolégica nao teve relagdo significante. Pelo RECIST houve
resposta parcial em 10,6% dos casos e nenhuma resposta completa foi
observada. Cerca de 13% dos pacientes apresentaram progressdo da
doenga. No entanto, quanto a avaliagdo anatomopatoldgica, os autores

encontraram necrose maior de 99% em 29% dos pacientes. Além disso, dos
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seis pacientes que haviam apresentado progressao radiologica, todos
apresentavam necrose maior que 50% nas pecgas cirurgicas (DELANEY et
al. 2003).

Apesar de, aparentemente, com a associagdo da RT, atingir-se
maiores indices de necrose tumoral, alguns autores que defendem
tratamento sistémico exclusivo com QT questionam da necessidade da RT
em pacientes bons respondedores. HENSHAW et al. (2001) avaliou
pacientes com sarcoma de alto grau em extremidades que foram submetidos
a terapia intra-arterial (cisplatina) e sistémica (ifosfamida e doxorubicina),
seguidos de cirurgia. Nao foi usada RT para os pacientes com boa resposta
patolégica e margens livres. Dos 33 pacientes estudados, a mediana de
necrose tumoral foi de 95%. Apenas duas recorréncias locais foram
detectadas. A sobrevida livre de recaida local foi de 80% em 5 anos e de
88% em 10 anos de seguimento.

De modo contrario, outros estudos nao conseguiram associar
resposta patolégica a sobrevida. Um deles foi um estudo prospectivo que
avaliou 22 pacientes com sarcomas de extremidade e de alto grau, que
receberam um esquema neoadjuvante com RT e QT. Apds trés ciclos de QT
com doxorrubicina e ifosfamida e RT (28Gy), os pacientes foram submetidos
a cirurgia. Foi atingido um indice de 40% de resposta patolégica com mais
de 95% de necrose na pecga operatoria, no entanto, sem significancia nos
sobrevida global ou livre de doenga (RYAN et al. 2008).

Um outro trabalho, retrospectivo, analisou o valor da percentagem de

necrose em 82 pacientes submetidos a quimioterapia neoadjuvante. Os
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autores foram enfaticos em afirmar que nao houve diferenca significativa em
sobrevida livre de recidiva ou sobrevida global em relagéo a percentagem de
necrose na pecga operatoria menor ou maior que 95% (MENENDEZ et al.
2007).

Como visto anteriormente, EILBER et al. (2001) dividiram a resposta
patoldgica em trés grupos: 295% de necrose, <95% de necrose; e auséncia
de tumor residual. No presente estudo, optou-se por separar, em percentis
da peca operatodria, a quantidade de fibrose, necrose e presencga de células
viaveis. Calculou-se que seria um modo mais claro de descricdo dos
achados anatomopatolégicos, mesmo sabendo que, de certa forma, sao os
mesmos critérios adotados por Eilber, tendo em vista que ele utilizou o dado
“‘percentagem de necrose” de modo relativo ao “percentual de células
viaveis”, como anteriormente descrito, para avaliar a resposta patolégica em
tumores é6sseos (HUVOS 1991; WUNDER et al. 1998). Provavelmente, as
areas de fibrose indicam areas de morte celular induzida pela QT que
cicatrizaram ao final do tratamento. Nao se pode inferir o mesmo para as
areas de necrose. No entanto avaliar isoladamente fibrose nao teve qualquer
significancia em dados de sobrevida.

Neste estudo foram utilizados como pontos de corte 5%, 10% e 30%
de células viaveis remanescentes na pecga operatéria. Escolheram-se esses
valores porque eles se mostraram tendenciosos ou com significancia
estatistica em dados de sobrevida, somados a evidéncia de que a maioria
dos trabalhos mostraram pontos de corte que variam de 5% a 30%

(RODRIGO et al. 2011). Em 8 pacientes, a percentagem de células viaveis
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foi menor que 10%. Destes, apenas um recaiu a distancia ap6s 2 anos de
tratamento. Todos estao vivos até o momento. Para os pacientes com 30%
ou menos de células viaveis nas amostras de pecgas operatorias, a SLD e
SG em 5 anos foi de 82,5% e 90,9%, respectivamente. Analisando valores
acima de 50%, n&o houve curvas de sobrevida com diferenca significante.
Pode-se observar, portanto, que repostas patolégicas abaixo de 30% de
células viaveis se correlacionaram com taxas elevadas de SG e SLRD em 5
anos. Nao se pbde correlacionar esta resposta com tipos histolégicos. Houve
casos de sarcoma sinovial, por exemplo, em que se obteve resposta
patologica completa (0% de células viaveis); e outros em que ndo houve
resposta alguma (100% de células viaveis na pega operatoria).

Sem duvida, a avaliagdo da resposta patolégica é importante para
correlagdo com o prognéstico, no entanto, a busca de marcadores
moleculares preditivos de resposta vem sendo acrescentada a dados de
resposta patoléogica (RODRIGO et al. 2011). A avaliagdo desses
marcadores, nao somente em pecas operatérias para possivel correlagao
com sobrevida, mas em material de bidopsias sem tratamento poderia

identificar melhor os pacientes respondedores ou nao.

6.2 MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS

A anadlise de frequéncia de dados mostrou uma diminuicdo da
expressdo de alguns dos marcadores avaliados, principalmente do SMAD4

nuclear, na pega cirurgica quando comparado as amostras da bidpsia
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correspondente. Esse fato despertou o questionamento de que a agao da
QT pré-operatoria poderia ter o papel de inibir a migragdo do complexo
SMAD?2 e 3/4 ao nucleo, o que causaria uma queda na expressao nuclear do
SMAD4. O préximo passo, entdo, era ver se essa queda na expressao era
estatisticamente significativa. Um problema o6bvio se deu quando da
avaliagao dos casos com 0% de células viaveis. Apesar de se constatar que
em todos esses casos havia expressao do SMAD4 nuclear nas bidpsias, ndo
foram considerados como perda de expressado nas pecas operatéria para os
calculos estatisticos, o que reduziu o numero de casos. Como resultados
observou-se que a queda da expressao forte (275% de células positivas) vs.
valores menores que 75% era estatisticamente significativas (p=0,007), nas
amostras pareadas, mesmo excluindo-se os casos com 0% de células
viaveis nas amostras de pecas operatorias. Portanto, é evidente que ha uma
queda ou perda da expressdao nuclear do SMAD4 entre biopsia e peca
cirurgica com significancia estatistica. Fato intrigante, dentro dessa linha de
raciocinio foi perceber que nao houve aumento na marcacdo do SMAD4 no
citoplasma, o que poderia ser esperado.

Achados parecidos ocorreram com relacdo ao TGFB, mas de modo
nao pareado, onde houve uma queda significativa de expressdo entre
bidpsias (sem tratamento prévio) quando comparadas com as pecgas
operatérias (pos-tratamento com QT). Esses dados podem sugerir que haja
alteracdo na expressao dessas proteinas entre bidpsias e pecas operatérias,
apos exposi¢cao a uma das drogas utilizadas (Doxorrubicina ou Ifosfamida).

Dados semelhantes ja foram mostrados em outros tumores, como em casos
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de carcinoma de mama, por exemplo (DI LEO et al. 2001; GE RONGRONG
et al. 2006).

Observou-se também, que a queda ou auséncia de expressdo da
marcagcdao do SMAD4 nuclear, nas pecas operatérias, associaram-se a
melhores taxas de SLRD. Para pacientes com expressao positiva verificou-
se 46,8% de SLRD em 5 anos, enquanto 66,7% dos pacientes, sem
expressdo dessa proteina nas amostras de espécimes cirurgicos, se
apresentaram livre de doenca em 5 anos. Comparando com a literatura, para
pacientes portadores de CEC de esb6fago, a elevada expressdao de SMAD4
em amostras de biopsias pré-tratamento com RT e QT foi relacionada com
maiores taxas de resposta patolégica e melhores indices de sobrevida
(P<0,0001) (BRUCHER et al. 2007). Sabendo-se que a via mediada por
TGFB é ambigua em relacdo a supressao ou a promogao tumoral, que em
fases iniciais da doenca é supressora e em fases tardias ela estimula
fendbmenos de proliferacdo e metastase, a perda de sua ativacao,
representada pela queda da expressdao do SMAD4 no nucleo das células
tumorais, hipoteticamente, devida a acdo da QT, pode estar relacionada a
menores taxas de recaida sistémica. Apesar disso, ndo houve relagao entre
a expressao tanto do SMAD4 quanto do préprio TGFB com a percentagem
de células viaveis nas pecgas operatdrias, ou seja, com resposta patoldgica,
significante.

Avaliando a expressao das proteinas FST e Id1 nas amostras de
biépsia pré-tratamento, também n&o se observou relagdo entre a

positividade ou negatividade e resposta patoléogica. Numa analise de
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sobrevida, tendo em vista que a proteina Id1, quando expressa, bloqueia
fendmenos de diferenciacao celular, observou-se uma evolucio pior para os
pacientes sem aumento da expressado dessa proteina, quando expostos a
QT. Faz sentido que isso ocorra, tendo em vista que células mais
indiferenciadas se reproduzem mais rapidamente, o que as tornam mais
susceptiveis a agado da QT. Mesmo sem significancia estatistica, 100% dos
pacientes com expressao positiva de Id1 em amostras de bidpsia estido vivos
em uma estimativa de 5 anos, quando comparados com 67,9% dos
pacientes com expressao negativa dessa proteina. A comparagéao entre a
expressao dos marcadores avaliados com dados de sobrevida nido é o
objetivo deste estudo, apesar de se encontrarem resultados interessantes

que devem ser melhor compreendidos e analisados posteriormente.

6.3 RESPOSTA CLINICA

Foram utilizados como critérios de avaliacdo de resposta ao
tratamento pré-operatorio aqueles padronizados pelo RECIST (THERASSE
et al. 2000), tendo em vista tratar-se de um método de simples execugao e
interpretacdo. A principal limitagdo desse método é o fato de ele ser
unidimensional, quanto a avaliacdo da lesdo principal, porque a resposta
tumoral pode ser ndo dimensional, especialmente em fases precoces de
tratamento (WAHL et al. 2009). Nesses pacientes a resposta tumoral se da,
muitas vezes, por alteracbes metabdlicas e de caracteristicas radioldgicas,

como surgimento de areas cisticas com areas de densidades diferentes da
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inicial (pré-tratamento). Mesmo se sabendo dessas limitacbes em sua
aplicagao, os critérios RECIST ainda sdo um dos mais utilizados nos ensaios
clinicos para mensurar resposta clinica a tratamento em tumores sodlidos
(WAHL et al. 2009).

Tentando solucionar essa limitagcdo do RECIST tem surgido na
literatura a adaptacdo de métodos de imagem para avaliagao de resposta a
tratamento em tumores sélidos. A partir de imagens de TC, esses critérios
foram inicialmente utilizados para avaliar resposta em GIST's apds
tratamento com Imatinibe, e foram validados como preditores de sobrevida
(CHOI et al. 2007; BENJAMIN et al. 2007). Em 2009 foi publicado um estudo
piloto comparando RECIST vs. Critérios de choi para avaliacdo de resposta
em sarcomas. Nesta série de 38 pacientes houve correlacdo entre os
Critérios de choi com resposta patolégica, sobrevida global e livre de
progressao (STACCHIOTTI et al. 2009; GRONCHI et al. 2012). Um estudo
mais recente com 243 pacientes com sarcoma de alto grau, que receberam
terapia neoadjuvante, mostrou a mesma superioridade dos Critérios de Choi,
também, com significancia na Sobrevida Global e Livre de Progressao,
principalmente nos pacientes que receberam QT isoladamente
(STACCHIOTTI et al. 2012).

O uso de métodos metabdlico/quantitativos vem se tornando mais
comum na avaliagdo de resposta a tratamentos neoadjuvantes em
oncologia. Nesse cenario, de avaliagdo de resposta a diversos tipos de
tratamento para varios tipos de tumores, tem-se o PET_CT (Tomografia por

Emisséo de Pdsitrons) (JUWEID e CHESON 2006). Para SPM foi mostrado,
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em 2008, que mudancas de captagdo do FDG (18F-fluorodeoxyglicose), a
partir de uma linha de base, apds tratamento neoadjuvante, foram mais
fidedignas do que as alteragbes no tamanho, baseadas em imagem de TC
pré e pos-tratamento, diferenciando pacientes respondedores (EVILEVITCH
et al. 2008). Em 2009, o mesmo grupo publicou um estudo prospectivo em
que foram avaliadas alteragdes do ganho de FDG, apds um primeiro ciclo de
QT e ao final do tratamento, em uma tentativa de diferenciar precocemente,
pacientes respondedores dos nao respondedores. Oito pacientes (16%)
foram considerados respondedores apds o primeiro ciclo de QT, com
reducdo de captagcdo de 35% no tumor. A sensibilidade e especificidade
foram de 100% e 67%, respectivamente (BENZ et al. 2009).

No presente trabalho observou-se muitas vezes, mesmo ndo sendo
notada regressdo maior que 30% no maior didmetro do tumor, uma melhora
clinica significativa, traduzida tanto pelo relato de melhora de sintomas como
por mudanca das caracteristicas a palpacdo, exemplificada pela maior
mobilidade do tumor em relagdo aos planos profundos ou por verificar uma
consisténcia mais cistica. Apesar de muitos estudos que usaram
radioquimioterapia como terapia pré-operatéria, publicarem taxas de
resposta clinica que oscilaram entre 26% e 30% (PISTERS 1998; PISTERS
et al. 2007; RODRIGO et al. 2011), essa resposta nao teve correlagdo com a
percentagem de células viadveis na pega operatoria, o que esta de acordo
com os dados de literatura anteriormente citados. Surpreendentemente, no
atual estudo, apesar de nao significativa, observou-se uma diferencga

importante entre os pacientes com resposta parcial vs. progressao de
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doencga ao RECIST, tanto em SG quanto em SLRD. Ainda mais, avaliando
resposta patoldgica, os pacientes com resposta parcial clinica tiveram menor
percentagem de células viaveis na pega operatéria, quando comparados
com os pacientes que tiveram progressdao de doenga, inclusive com
significancia estatistica para o ponto de corte de 30%.

Mesmo com tantas criticas, acredita-se que os critérios RECIST
devem permanecer validos ainda por alguns anos, em razédo de sua facil

aplicabilidade em qualquer centro e do baixo custo (BURTON 2007).

6.4 QUIMIOTERAPIA E TOXICIDADE

Diante do pressuposto de que a radioterapia tem papel exclusivo no
controle local, sem influéncia em termos de controle da doenca
micrometastatica, e que a QT atua em ambos 0s cenarios e supondo que 0s
indices de resposta com utilizagdo exclusiva de QT neoadjuvante mostram
significativos, poder-se-ia adiar a utilizagdo da RT aplicando-a como
modalidade adjuvante, diminuindo, assim, complicagdes de ferida operatoria
e possibilitando a utilizacdo de QT na maioria dos pacientes. Esta
abordagem tem algumas vantagens, como a de permitir o uso de esquemas
combinados de drogas em doses mais altas, tendo em vista que sédo pouco
toleradas quando concomitantes a RT. Com o argumento de controle
precoce de doenga micrometastatica e diminuigcdo de taxas de complicagao
de ferida operatéria, uma vez que o uso de radioterapia neoadjuvante

danifica os tecidos saos peritumorais e dificulta a cicatrizagdo, a
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quimioterapia neoadjuvante tem sido utilizada na terapia dos sarcomas
(PISTERS et al. 2007).

Este estudo, todos os pacientes foram avaliados trés semanas apo6s o
término de cada ciclo e cerca de uma semana antes do ciclo seguinte.
Nessa ocasido, além da realizagao de exames laboratoriais, realizava-se um
exame fisico atencioso. Percebeu-se que, em muitos casos, o tumor se
tornava mais mével ou menor. Apesar de ser uma avaliagdo subjetiva, este
fato ja foi relatado em alguns estudos (MENENDEZ et al. 2007). Essa
observacao é animadora do ponto de vista técnico, tendo em vista a maior
facilidade prevista pelo exame na ressecabilidade da lesao.

Utilizou-se um esquema de QT com duas drogas: Ifosfamida na dose
de 1,8 — 2,0mg/m? (total de 9-10g/m?); e doxorrubicina na dose total de
60mg/m?. Houve apenas um 6bito com esse esquema. Este 6bito foi de uma
paciente idosa com 84 anos de idade, apds o primeiro ciclo da quimioterapia,
logo no inicio do protocolo. Apos esse fato, reduziu-se a idade superior
limitrofe, para entrar no protocolo, a 75 anos, € ndao houve mais nenhum
obito relacionado a quimioterapia e suas complicagdes. Um paciente
apresentou hemorragia intratumoral grave na vigéncia de anticoagulagao.
Tratava-se de um paciente com grande tumor em cintura pélvica, associado
a trombose da veia iliaca externa por envolvimento tumoral. Atribuiu-se este
Obito a complicagao diretamente relacionada a progresséao tumoral € ndo ao
tratamento.

Apesar da dose relativamente baixa de doxorrubicina em relagao aos

esquemas propostos na literatura, a baixa taxa de obito e complicagdes
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graves associada a resposta satisfatoria permitiu manter essa dose. Além
disso, dados de uma publicacdo nacional prévia mostrou que doses mais
altas de doxorrubicina ndo aumentaram os indices de SG em pacientes com
sarcomas (ALMEIDA et al. 2011), com aumento apenas em
morbimortalidade.

Além disso, esse esquema possibilitou que quase 80% dos pacientes
recebessem 3 ou 4 ciclos de quimioterapia. Calculos de sobrevida entre os
pacientes que fizeram 3 ou quatro ciclos deste estudo ndo mostraram
diferenca de sobrevida. Na introducdo desta tese mostra-se um estudo que
comparou 3 vs 5 ciclos de quimioterapia e que, também, ndo demonstrou
ganho de sobrevida com um maior numero de ciclos de QT. Parece que a
realizacdo de 3 ciclos é suficiente para esse tipo de abordagem em
pacientes com SPM de alto grau em extremidades (ALMEIDA et al. 2011).
Dos pacientes que receberam apenas dois ciclos (n=7), 6 receberam sé
essa quantidade por progressao de doenga local, enquanto dos 12 pacientes
que receberam trés ciclos de QT, apenas um suspendeu o quarto ciclo por
progressao de doenca.

Uma critica atual sobre o uso de QT em sarcomas reside no fato de
que os diferentes tipos histoldgicos respondem melhor a diferentes tipos de
drogas. Em uma analise multivariada da publicagcdo do ISS, o subtipo
histolégico foi associado a diferengca na sobrevida. Em particular, o
leiomiossarcoma teve o pior prognostico (GRONCHI et al. 2012) neste
estudo. Ante essa diversidade de subtipos histoldgicos; varias pesquisas, no

campo da terapia em sarcomas tém investigado a acao de diferentes drogas
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e terapias-alvo com agao mais efetiva. Contudo, mesmo se sabendo da
existéncia dessa atividade antitumoral especifica, como é o caso da
gencitabina para leiomiossarcoma (MAKI et al. 2007), a trabecitidina contra
lipossarcoma e leiomiossarcoma (GROSSO et al. 2007), e a associagao de
gencitabina e taxanos para angiossarcoma (PENEL et al. 2008), a grande
maioria dos estudos mantém a QT baseada em doxorrubicina como padréao

para o tratamento de sarcoma de alto risco em todos os cenarios clinicos.

6.5 ASPECTOS CIRURGICOS

Um dos resultados que mais chamam a atencao neste estudo séo a
frequéncia e o padrao de complicacdes pds-operatdrias relacionadas a ferida
operatoria (22,5% com QT exclusiva vs. 41,8% com radioquimioterapia em
nosso servigo). Entre os 40 pacientes operados, ocorreram seis deiscéncias
parciais e superficiais de ferida, sendo duas delas secundarias a infeccao
local. Houve um caso de sangramento pos-operatorio, que levou a uma re-
operacgao no primeiro dia pos-operatoério; e dois casos que evoluiram com
seroma que foram resolvidos com puncgao. As deiscéncias se resolveram em
poucas semanas com cuidados locais e uso de antibiéticos em tempo habil
para nado alterar o planejamento e a realizagdo de radioterapia pos-
operatdria, prevista no protocolo. Essas complicagdes relatadas néao
atrasaram em nada o planejamento de tratamento adjuvante tanto radio

quanto quimioterapico.
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Por outro lado, as complicacbes em ferida observadas entre os
pacientes submetidos a radioquimioterapia pré-operatoria se caracterizaram
por extensas deiscéncias, associadas a necrose de retalhos, com
necessidade de varias intervengcbes para desbridamento de tecidos
desvitalizados (AGUIAR JR et al. 2009). Como consequéncia dessas
complicagdes, 14 de 19 pacientes (74%), que teriam indicacdo de QT
adjuvante, sofreram mudangas no plano terapéutico. Alguns servigos tém
mostrado boas evolugdes quanto a ferida operatéria, com emprego de
técnicas de reconstrucdo mais complexas, como retalhos microcirurgicos,
apesar da radioterapia prévia (TSENG et al. 2006; TEMPLE et al. 2007). No
presente trabalho todos os casos foram reconstruidos com retalhos fascio ou
miocutaneos simples, com manutencdo de baixas taxas de complicacdo de

feridas.

Neste trabalho, 37 pacientes (92,5%) foram submetidos a uma
resseccdo RO com preservagdo do membro. Apenas 3 pacientes (7,5%)
foram submetidos a amputacdo, dentre eles, um caso foi considerado
passivel de resseccdo com preservagao do membro, na avaliacido inicial
pela RM (antes da neoadjuvancia). Esse paciente vinha com doenca estavel
em exames de controle na vigéncia da quimioterapia, mas, apos o terceiro
ciclo, houve uma progressdo consideravel que, mesmo o paciente
recebendo os 4 ciclos previstos, impossibilitou a preservacdo do membro
com margens adequadas. Esse caso representa apenas 2,5% da amostra, o
que é um ganho importante em relagdo ao nosso resultado com
radioquimioterapia, onde houve 14,3% de amputagdes (AGUIAR JR et al.

2009). Um outro caso de amputacdo foi de um paciente com recidiva em
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uma lesdo de mao que, anatomicamente € um local muito dificil de ser

preservado.
A amputagdo como modalidade de tratamento em sarcomas de

extremidades vem decrescendo com o avango do tratamento multidisciplinar.
Seu papel vem se limitando a casos incialmente muito avangados, como
paliacdo, ou para casos de recidiva onde a cirurgia preservadora ndo € mais
possivel. Nessa situagdo a amputagdo nao traz ganho de sobrevida global,
mas mostra menores taxas de recorréncia local na grande maioria dos casos
(STOJADINOVIC et al. 2001).

Um dos receios que se tinha com o esquema de QT pré-operatoria
era o de aumentar as taxas de amputacgao, no entanto houve taxas menores
quando comparados com a propria experiéncia prévia do nosso grupo,
quando usados RT e QT neoadjuvante (AGUIAR JR et al. 2009). Um outro
estudo pequeno, também com o uso de RT e QT neoadjuvante, mostrou
taxas de preservacdo de membro de 91% (20/22 pacientes), e 2 pacientes
amputados eram candidatos a cirurgia preservadora de membro no inicio do
protocolo (RYAN et al. 2008).

Outras publicagbes que usaram esquemas de RT e QT neoadjuvante
mostraram taxas de amputagdo que variaram de 7% a 16% (CURTIS et al.
2011). GRONCHI et al. (2012) mostrou uma taxa de amputagao de 10% com
3 ciclos de QT neoadjuvante exclusiva, baseadas em doxorrubicina e

ifosfamida.

Como foi dito anteriormente, um dos objetivos da terapia

neoadjuvante € o de “esterilizar” as margens da lesdo. Isso permite ao
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cirurgido ressecgdes mais conservadores, principalmente, diante da
proximidade dos tumores com vasos ou nervos. No entanto
microscopicamente as margens da lesdo sao tidas como exiguas, mas
livres. A avaliagdo anatomopatologica dos espécimes cirurgicos revelou
margens microscopicas livres em 36 dos 40 pacientes operados. Destas, 10
foram exiguas. N&o houve correlagdo entre dados de sobrevida quando
comparados pacientes com margens livres exiguas vs amplas, o que
confirma a observagao descrita anteriormente.

Houve também apenas trés pacientes que apresentaram recidiva
local. Importante notar que todos os trés pacientes eram portadores de
doenca metastatica ao diagnostico. Todos eles foram submetidos a cirurgia
com resseccdo marginal inclusive com um deles tendo margem
microscopica comprometida na peca cirurgica. E natural que o cirurgido seja
mais conservador em resseccao de lesbes em doentes metastaticos. Sabe-
se que o desfecho clinico sera dado pela propria doencga a distancia, o que
desencoraja amputagdes e estimula os cirurgides a insistirem em taticas
mais conservadoras em funcéo da perspectiva de sobrevida curta. Portanto,
pode-se afirmar que o esquema proposto € seguro no sentido de né&o
aumentar taxas de amputacao.

Um outro dado que causava preocupacgao era o provavel risco de
aumento nas taxas de suspensdo de cirurgia, decorrente de complicagoes
relacionadas ao proprio tratamento, ou de progressao da doenga na vigéncia
de um esquema relativamente longo de neoadjuvéancia. Houve apenas um
caso em que ocorreu esse fato (2,5%), o que confirma a seguranga do

esquema proposto.
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7 CONCLUSOES

Nao houve correlacado estatisticamente significativa entre expressao
das proteinas TGFB, FST, Id1 e SMAD4, entre amostras de bidpsia pré-
tratamento com QT e resposta patoldgica.

As taxas de respostas objetivas sobre o tumor primario, quanto a
resposta clinica (RECIST), foi de 17,5%, e quanto a resposta patoldgica foi
de 15%, 20% e 37,5% para valores menores ou iguais a 5%, 10% e 30% de
células viaveis na amostra de tumores ressecados pos-QT pré-operatéria.

A taxa de preservagao de membros foi de 92,5%.

A taxa de contraindicagao cirurgica causada por complicagbes do
tratamento ou por progressao de doenga durante o tratamento pré-operatoério
foi de 4,7%.

No esquema proposto, as taxas de toxidade foram de 54,7% para
graus 1-2 e de 45,2%, para graus 3-4. Houve um obito (2,3%) decorrente de
toxicidade referente a QT.

O método de analise patoldgica, que quantificou a percentagem de
células tumorais viaveis em peca operatdria, de pacientes com sarcoma de
extremidades submetidos a QT neoadjuvante, com doxorrubicina e
ifosfamida, mostrou-se confiavel, de facil aplicabilidade. Os pontos de corte
adotados foram de <5%, <10% ou <30% de células viaveis tendo correlagao

positiva com dados de sobrevida.
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Anexo 1 - Protocolo — Laudo de Anatomia Patolégica Sarcomas/Partes

moles (Bidpsia)

Instituicdo de Origem:

Patologista:
Paciente: n° AP
Idade: Sexo:
Localizagao:

Procedimento: (Bidpsia por agulha, incisional, guiada por TC, excisional).

Tipo histolégico:

Grau histoldgico:

Grau de diferenciagao:

indice mitético:

Necrose:

Bidpsia(s) anterior(es):

Imunoistoquimica diagnéstica (bidpsia):

Marcador Status Marcador Status
Vimentina CD 34
Actina musc liso CD 31
Actina HHF35 Fator VIII
Mioglobina CD 99 (p30/32)
Miogenina EMA
Myo D1 CK AE1/AE3
S100 C-Kit
Grau de diferenciagao Atividade Necrose Grau
mitética tumoral histolégico
1: Bem diferenciado (sarcomas lembrando | 1: 0-9 0: ausente | Grau 1: escore
tecido mesenquimal de origem) mit/10CGA 2e3
2: Sarcomas moderadamente 2: 10-19 1: <50% Grau 2: escore
diferenciados mit/10CGA 4e5
3: Sarcomas indiferenciados e 3: 220 2;: 250% Grau 3: escore
embrionarios mit/10CGA 6,7e8




Anexo 2 — Ficha para coleta de dados

Protocolo para sarcomas de partes moles de extremidades de alto grau

Dados pessoais

1. Numero no estudo

2. RG no hospital

3. Nome

4. Procedéncia (1) regido Norte, area metropolitana (2) regido
Norte, zona rural (3) regiao NE, area metropolitana
(4) regidao NE, zona rural (5) regido Centro-oeste,
area metropolitana (6) regido Centro-oeste, zona
rural (7) regido SE, area metropolitana (8)
regido SE, zona rural (9) regido Sul, area
metropolitana (10) regido Sul, zona rural

5. Telefone para contato

6. Idade & admissao

7. Sexo (1) masculino (2) feminino

8. Raga (1) pardo (2) negro (3) branco (4) amarelo
(5) indigena
Dados clinicos pré-tratamento

9. Sintomas e sinais (0) nenhum (1) tumor (2) dor local (3) limitagédo

funcional (4) dor irradiada (compressao de nervo)
(5) déficit motor (neurolégico) (9) outros

10. Topografia da leséo (1) membro inferior (2) membro superior
(3) cintura pélvica (4) cintura escapular

11. Tamanho do maior
didametro ao exame fisico

12. Caracteristicas a (0) ndo palpavel (1) tumor moével em relagéo ao
palpacao plano ésseo e a pele (2) tumor fixo em relagdo ao
plano 6sseo (3) infiltra a pele (4) pulso arterial
distal diminuido

13. Manipulacao prévia (0) nenhuma (1) bidpsia incisional

(2) biépsia com agulha (3) ressecgao recente
(5) tumor recidivado (ressecgao ha mais de trés
meses)

14. indice de Karnofsky

15. Comorbidades (0) nenhuma (1) hipertensao arterial (2) diabete
(3) insuficiéncia cardiaca (4) insuficiéncia
coronariana (5) tabagismo (6) etilismo

(7) obesidade (8) insuficiéncia vascular periférica
(9) colagenose (10) outras

16. Hb

17. Ht

18. Leucocitos

19. Granulocitos

20. Plaquetas




21. Uréia

22. Creatinina

23. TGO

24. TGP

25. Fosfatase alcalina

26. Bilirrubinas totais

27. Fragao de ejecao

D

ados radiolégicos pré-tratamento

28. Tipo de exame

(1) TC  (2) RNM

29. Tamanho (maior
didmetro)

30. Relagdo com
estruturas adjacentes

(0) tumor restrito ao compartimento muscular
(1) desloca feixe vascular e/ou nervoso

(2) envolve/abragal/infiltra um feixe vascular e/ou
nervoso

(3) adjacente a ou inflitra plano 6sseo

31. Estadiamento T

(1)T1a (2)T2a (3)T1b (4) T2b

Dados anatomopatolégicos pré-tratamento

Numero do exame:

32. Tipo de bidpsia

(1) incisional  (2) agulha grossa (“tru cut”)

33. Tipo histolégico

34. Grau histolégico

(1) baixo grau (2) grau intermediario (3) alto grau

35. Estadiamento
| agrupado AJCC

Dados do tratamento de indugéo (1° ciclo)

36. Data de inicio

37. Nauseas

(0) nenhuma (1) ingestao razoavel (2)ingestao
significativamente diminuida (3) sem ingestao oral

38. Vomitos

(0) ausente (1) 1 episoédio em 24 hs (2) 2-5
episoédios em 24 hs (3) 6-10 episodios em 24 hs
(4) > 10 episodios em 24 hs / necessidade de
suporte parenteral

39. Diarréia

(0) nenhuma (1) aumento 2-3 evacuagbes/dia em
relagao ao pré-tratamento (2) aumento de 4-6
evacuacgdes/dia ou evacuagdes noturnas ou colicas
moderada (3) aumento de 7-9 evacuagdes/dia ou
incontinéncia ou cdlicas severas (4) aumento = 10
evacuacgdes/dia ou diarréia com sangue ou
necessidade de suporte parenteral

40. Estomatite

(0) nenhuma (1) ulceras indolores, eritemas ou
inflamacéo leve (2) eritema, edema ou Ulcera
dolorosos, mas pode comer (3) eritema, edema ou
Ulcera dolorosos e nédo pode comer (4) exige
suporte enteral ou parenteral

41. Bilirrubina

(0) DLN* (1) ndo marcar (2) 1,5 x N**
(3)1,5-30xN (4)>3,0xN

42. TGO

(0)DLN (1)<25xN (2)2,6-5xN
(3)5,1-20xN (4)>20xN

43. TGP

(0)DLN (1)<25xN (2)2,6-5xN
(3)5,1-20x N (4)>20x N




44. Fosf. Alcalina

(0)DLN (1)<25xN (2)2,6-5xN
(3)5,1-20x N (4)>20x N

45. Hb (g/100 ml)

(0)DLN (1) 10,0-N (2)8,0-9,9
(3)65-7,9 (4)<6,5

46. Leucdcitos
(x 1000/mm°)

(0)24,0 (1)3,0-3,9 (2)2,0-29
(3)1,0-1,9 (4)<1,0

47. Granuldcitos
(x 1000/mm?)

(0)220 (1)1,5-1,9 (2)1,0-14
(3)0,5-0,9 (4)<0,5

48. Plaquetas
(x 1000/mm°)

(0)DLN (1) 75-N (2) 50 — 74,9
(3)25-49,9 (4)<25

49. Hemorragia (clinica)

(0) nenhuma (1) leve, sem transfusao (2) grande;
1-2 unidades de transfusdo por episédio (3)
grande; 3-4 unidades de transfus&o por episodio (4)
maciga, > 4 unidades de transfus&o por episodio

50. Toxicidade pulmonar

(0) nenhuma (1) assintomatico, com alteragao ao
teste de fungao pulmonar (2) dispnéia sob esforgo
(3) dispnéia sob nivel normal de atividade (4)
dispnéia em repouso

51. Toxicidade cutanea

(0) ausente (1) macula dispersa ou erupgao
papular ou eritema assintomaticos (2) macula
dispersa ou erupgao papular ou eritema com prurido
ou outros sintomas associados (3) maculas,
papulas ou erupgodes vesiculares sintomaticas
generalizadas (4) dermatite esfoliativa ou
ulcerativa

52. Alopécia (0) sem queda (1) perdaleve (2) queda
pronunciada ou total
53. Infecgéo (0) ausente (1) leve (2) moderada (3) grave

(4) risco de vida

54. Creatinina

(0)DLN (1)<1,5xN (2)1,5-3,0xN
(3)3,1-6,0xN (4)>6,0xN

55. Hematuria

(0) negativo (1) somente microscopica
(2) macroscdpica, sem coagulos (3) com coagulos
(4) requer transfuséo

56. Toxicidade cardiaca
(fungao)

(0) ausente (1) assintomatico, declinio da FE em
repouso em menos de 20% do valor basal

(2) assintomatico, declinio da FE em repouso em
mais de 20% do valor basal (3) ICC leve,
responsiva a terapia (4) ICC grave ou refrataria

57. Toxicidade cardiaca
(arritmias)

(0) ausente (1) assintomatico, transitéria ou sem
necessidade de terapia (2) recorrente ou
persistente, sem necessidade de terapia (3) requer
tratamento (4) requer monitoriza¢ao ou
hipotensé&o ou taquicardia ou fibrilagéo ventricular




58. Toxicidade cardiaca
(pericardio)

(0) ausente (1) efusdo assintomatica, nao requer
transfusdo (2) pericardite (atrito, dor toracica e
alteragdes no ECG) (3) requer drenagem

(4) tamponamento cardiaco

59. Neurotoxicidade
(sensorial)

(0) ausente (1) parestesias leves (2) perda
sensorial objetiva leve a moderada (3) perda
sensorial objetiva grave ou parestesias que
interferem com a fungao

60. Alivio de sintomas
(relacionados ao tumor)

(0) ndo (1) sim

61. Tamanho ao exame

fisico (maior diametro)

Caso est

2% ciclo

e ciclo seja suspenso, va para o item 140

62. Data do inicio

63. Nauseas

(0) nenhuma (1) ingestao razoavel (2) ingestao
significativamente diminuida (3) sem ingestéo oral

64. Vomitos

(0) ausente (1) 1 episddio em 24 hs (2) 2-5
episddios em 24 hs (3) 6-10 episédios em 24 hs
(4) > 10 episddios em 24 hs / necessidade de
suporte parenteral

65. Diarréia

(0) nenhuma (1) aumento 2-3 evacuagodes/dia em
relagao ao pré-tratamento (2) aumento de 4-6
evacuacgodes/dia ou evacuagdes noturnas ou colicas
moderada (3) aumento de 7-9 evacuagdes/dia ou
incontinéncia ou cdlicas severas (4) aumento = 10
evacuacgdes/dia ou diarréia com sangue ou
necessidade de suporte parenteral

66. Estomatite

(0) nenhuma (1) ulceras indolores, eritemas ou
inflamagéao leve (2) eritema, edema ou ulcera
dolorosos, mas pode comer (3) eritema, edema ou
Ulcera dolorosos e ndao pode comer (4) exige
suporte enteral ou parenteral

67. Bilirrubina (0) DLN* (1) ndo marcar (2) 1,5 x N**
(3)1,5-3,0xN (4)>3,0xN

68. TGO (0)DLN (1)<2,5xN (2)2,6-5xN
(3)5,1-20xN (4)>20xN

69. TGP (0)DLN (1)=25xN (2)2,6-5xN

(3)5,1-20xN (4)>20xN

70. Fosf. Alcalina

(0)DLN (1)<25xN (2)2,6-5xN
(3)5,1-20xN (4)>20xN

71. Hb (g/100 ml)

(0)DLN (1) 10,0-N (2)8,0-9,9
(3)65-7,9 (4) <865

72. Leucocitos

(x 1000/mm°)

(0)24,0 (1)3,0-3,9 (2)2,0-29
(3)1,0-1,9 (4)<1,0




73. Granulécitos
(x 1000/mm°)

(0220 (1)1,5-19 (2)1,0-14
(3)0,5-0,9 (4)<0,5

74. Plaquetas
(x 1000/mm°)

(0)DLN (1) 75-N (2)50—74,9
(3)25-49,9 (4)<25

75. Hemorragia (clinica)

(0) nenhuma (1) leve, sem transfusdo (2) grande;
1-2 unidades de transfus&o por episddio

(3) grande; 3-4 unidades de transfusao por episodio
(4) macicga, > 4 unidades de transfusao por episddio

76. Toxicidade pulmonar

(0) nenhuma (1) assintoméatico, com alteragdo ao
exame fisico (2) dispnéia sob esfor¢o (3) dispnéia
sob nivel normal de atividade (4) dispnéia em
repouso

77. Toxicidade cutanea

(0) ausente (1) macula dispersa ou erupgao
papular ou eritema assintomaticos (2) macula
dispersa ou erupgao papular ou eritema com prurido
ou outros sintomas associados (3) maculas,
papulas ou erupgdes vesiculares sintomaticas
generalizadas (4) dermatite esfoliativa ou
ulcerativa

78. Alopecia

(0) sem queda (1) perdaleve (2)queda
pronunciada ou total

79. Infecgao

(0) ausente (1) leve (2) moderada (3) grave
(4) risco de vida

80. Creatinina

(0)DLN (1)<1,5xN (2)1,5-3,0xN
(3)3,1-6,0xN (4)>6,0xN

81. Hematuria

(0) negativo (1) somente microscépica
(2) macroscopica, sem coagulos (3) com coagulos
(4) requer transfusao

82. Toxicidade cardiaca
(fungao)

(0) ausente (1) assintomatico, declinio da FE em
repouso em menos de 20% do valor basal

(2) assintomatico, declinio da FE em repouso em
mais de 20% do valor basal (3) ICC leve,
responsiva a terapia (4) ICC grave ou refrataria

83. Toxicidade cardiaca
(arritmias)

(0) ausente (1) assintomatico, transitoria ou sem
necessidade de terapia (2) recorrente ou
persistente, sem necessidade de terapia (3) requer
tratamento (4) requer monitorizagao ou
hipotensdo ou taquicardia ou fibrilagdo ventricular

84. Toxicidade cardiaca
(pericardio)

(0) ausente (1) efusdo assintomatica, ndo requer
transfusdo (2) pericardite (atrito, dor toracica e
alteragdes no ECG) (3) requer drenagem

(4) tamponamento cardiaco

85. Neurotoxicidade
(sensorial)

(0) ausente (1) parestesias leves (2) perda
sensorial objetiva leve a moderada (3) perda
sensorial objetiva grave ou parestesias que
interferem com a fungao




86. Alivio de sintomas
(relacionados ao tumor)

(0) ndo (1) sim

87. Tamanho ao exame

fisico (maior didmetro)

Caso est

32ciclo

e ciclo seja suspenso, va para o item 140

88. Data de inicio

89. Nauseas

(0) nenhuma (1) ingestéo razoavel (2) ingestéo
significativamente diminuida (3) sem ingestéo oral

90. Vomitos

(0) ausente (1) 1 episddio em 24 hs (2) 2-5
episodios em 24 hs (3) 6-10 episédios em 24 hs
(4) > 10 episddios em 24 hs / necessidade de
suporte parenteral

91. Diarréia

(0) nenhuma (1) aumento 2-3 evacuagodes/dia em
relacdo ao pré-tratamento (2) aumento de 4-6
evacuacgodes/dia ou evacuagdes noturnas ou colicas
moderada (3) aumento de 7-9 evacuagdes/dia ou
incontinéncia ou cdlicas severas (4) aumento = 10
evacuacgdes/dia ou diarréia com sangue ou
necessidade de suporte parenteral

92. Estomatite

(0) nenhuma (1) ulceras indolores, eritemas ou
inflamagéao leve (2) eritema, edema ou ulcera
dolorosos, mas pode comer (3) eritema, edema ou
Ulcera dolorosos e ndao pode comer (4) exige
suporte enteral ou parenteral

93. Bilirrubina (0) DLN* (1) ndo marcar (2) 1,5 x N**
(3)1,5-3,0xN (4)>3,0xN

94. TGO (O)DLN (1)=25xN (2)2,6-5xN
(3)51-20xN (4)>20xN

95. TGP (0)DLN (1)<2,5xN (2)2,6-5xN

(3)5,1-20xN (4)>20x N

96. Fosf. Alcalina

(0)DLN (1)<25xN (2)26-5xN
(3)5,1-20 x N (4)>20x N

97. Hb (g/100 ml)

(0)DLN (1) 10,0-N (2)8,0-9,9
(3)6,5-7,9 (4)<6,5

98. Leucocitos
(x 1000/mm°)

(0)24,0 (1)3,0-3,9 (2)2,0-29
(3)1,0-1,9 (4)<1,0

99. Granulocitos
(x 1000/mm°)

(00220 (1)1,5-1,9 (2)1,0-1,4
(3)0,5-0,9 (4)<0,5

100. Plaquetas

(x 1000/mm°)

(0)DLN (1) 75-N (2) 50 — 74,9
(3)25-49,9 (4)<25




101. Hemorragia (clinica)

(0) nenhuma (1) leve, sem transfusdo (2) grande;
1-2 unidades de transfuséo por episédio

(3) grande; 3-4 unidades de transfusao por episodio
(4) macica, > 4 unidades de transfuséo por episddio

102. Toxicidade pulmonar

(0) nenhuma (1) assintoméatico, com alteragdo ao
exame fisico (2) dispnéia sob esforgo (3) dispnéia
sob nivel normal de atividade (4) dispnéia em
repouso

103. Toxicidade cutanea

(0) ausente (1) macula dispersa ou erupgao
papular ou eritema assintomaticos (2) macula
dispersa ou erupgao papular ou eritema com prurido
ou outros sintomas associados (3) maculas,
papulas ou erupgdes vesiculares sintomaticas
generalizadas (4) dermatite esfoliativa ou
ulcerativa

104. Alopecia

(0) sem queda (1) perdaleve (2)queda
pronunciada ou total

105. Infecgao

(0) ausente (1) leve (2) moderada (3) grave
(4) risco de vida

106. Creatinina

(0)DLN (1)<1,5xN (2)1,5-3,0xN
(3)3,1-6,0xN (4)>6,0xN

107. Hematuria

(0) negativo (1) somente microscépica
(2) macroscopica, sem coagulos (3) com coagulos
(4) requer transfuséo

108. Toxicidade cardiaca
(fungao)

(0) ausente (1) assintomatico, declinio da FE em
repouso em menos de 20% do valor basal

(2) assintomatico, declinio da FE em repouso em
mais de 20% do valor basal (3) ICC leve,
responsiva a terapia (4) ICC grave ou refrataria

109. Toxicidade cardiaca
(arritmias)

(0) ausente (1) assintomatico, transitéria ou sem
necessidade de terapia (2) recorrente ou
persistente, sem necessidade de terapia (3) requer
tratamento (4) requer monitorizagao ou
hipotensédo ou taquicardia ou fibrilagdo ventricular

110. Toxicidade cardiaca
(pericardio)

(0) ausente (1) efusdo assintomatica, ndo requer
transfusdo (2) pericardite (atrito, dor toracica e
alteragdes no ECG) (3) requer drenagem

(4) tamponamento cardiaco

111. Neurotoxicidade
(sensorial)

(0) ausente (1) parestesias leves (2) perda
sensorial objetiva leve a moderada (3) perda
sensorial objetiva grave ou parestesias que
interferem com a fungao

112. Alivio de sintomas
(relacionados ao tumor)

(0) ndo (1) sim

113. Tamanho ao exame
fisico (maior diametro)




42 ciclo

Caso este ciclo seja suspenso, va para o item 140

114. Data de inicio

115. Nauseas

116. Vomitos

117. Diarréia

118. Estomatite

119. Bilirrubina

120. TGO

121. TGP

122. Fosf. Alcalina

123. Hb (g/100 ml)

124. Leucocitos
(x 1000/mm°)

125. Granulocitos
(x 1000/mm°)

126. Plaquetas
(x 1000/mm°)

127. Hemorragia (clinica)

128. Toxicidade pulmonar

(0) nenhuma (1) ingestédo razoavel (2)ingestao
significativamente diminuida (3) sem ingestao oral
(0) ausente (1) 1 episédio em 24 hs (2) 2-5
episodios em 24 hs (3) 6-10 episédios em 24 hs
(4) > 10 episodios em 24 hs / necessidade de
suporte parenteral

(0) nenhuma (1) aumento 2-3 evacuagodes/dia em
relagao ao pré-tratamento (2) aumento de 4-6
evacuacgdes/dia ou evacuagdes noturnas ou célicas
moderada (3) aumento de 7-9 evacuagdes/dia ou
incontinéncia ou cdlicas severas (4) aumento = 10
evacuacgdes/dia ou diarréia com sangue ou
necessidade de suporte parenteral

(0) nenhuma (1) ulceras indolores, eritemas ou
inflamagéao leve (2) eritema, edema ou ulcera
dolorosos, mas pode comer (3) eritema, edema ou
Ulcera dolorosos e ndao pode comer (4) exige
suporte enteral ou parenteral

(0) DLN* (1) ndo marcar (2) 1,5 x N**
(3)1,5-3,0xN (4)>3,0xN

(0)DLN (1)=2,5xN (2)2,6-5xN
(3)5,1-20xN (4)>20xN

(0)DLN (1)<25xN (2)2,6-5xN
(3)5,17-20xN (4)>20xN

(0)DLN (1)<25xN (2)2,6-5xN
(3)51-20xN (4)>20xN

() DLN (1) 10,0—N (2)8,0-9,9

(3)65-79 (4)<6,5

(0)=4,0 (1)3,0-3,9 (2)2,0-2)9

(3)1,0-1,9 (4)<1,0

(0)22,0 (1)1,5-19 (2)1,0-14

(3)0,5-0,9 (4)<0,5

(0)DLN (1) 75-N (2)50-74,9

(3)25-49,9 (4)<25

(0) nenhuma (1) leve, sem transfusao (2) grande;
1-2 unidades de transfusao por episodio

(3) grande; 3-4 unidades de transfusdo por episddio
(4) maciga, > 4 unidades de transfusao por episddio
(0) nenhuma (1) assintomatico, com alteragao ao
exame fisico (2) dispnéia sob esforgo (3) dispnéia
sob nivel normal de atividade (4) dispnéia em
repouso




129. Toxicidade cutanea

130. Alopecia

131. Infecgao

132. Creatinina

133. Hematuria

134. Toxicidade cardiaca
(fungéo)

135. Toxicidade cardiaca
(arritmias)

136. Toxicidade cardiaca
(pericardio)

137. Neurotoxicidade
(sensorial)

138. Alivio de sintomas
(relacionados ao tumor)

139. Tamanho ao exame
fisico (maior diametro)

(0) ausente (1) macula dispersa ou erupgao
papular ou eritema assintomaticos (2) macula
dispersa ou erupgao papular ou eritema com prurido
ou outros sintomas associados (3) maculas,
papulas ou erupgodes vesiculares sintomaticas
generalizadas (4) dermatite esfoliativa ou
ulcerativa

(0) sem queda (1) perdaleve (2) queda
pronunciada ou total

(0) ausente (1) leve (2) moderada (3) grave
(4) risco de vida

(0)DLN (1)<1,5xN (2)1,5-3,0xN
(3)3,1-6,0xN (4)>6,0xN

(0) negativo (1) somente microscépica

(2) macroscopica, sem coagulos (3) com coagulos
(4) requer transfuséo

(0) ausente (1) assintomatico, declinio da FE em
repouso em menos de 20% do valor basal

(2) assintomatico, declinio da FE em repouso em
mais de 20% do valor basal (3) ICC leve,
responsiva a terapia (4) ICC grave ou refrataria
(0) ausente (1) assintomatico, transitéria ou sem
necessidade de terapia (2) recorrente ou
persistente, sem necessidade de terapia (3) requer
tratamento (4) requer monitoriza¢ao ou
hipotensdo ou taquicardia ou fibrilagdo ventricular
(0) ausente (1) efusdo assintomatica, nao requer
transfusdo (2) pericardite (atrito, dor toracica e
alteragbes no ECG) (3) requer drenagem

(4) tamponamento cardiaco

(0) ausente (1) parestesias leves (2) perda
sensorial objetiva leve a moderada (3) perda
sensorial objetiva grave ou parestesias que
interferem com a fungao

(0) ndo (1) sim

Avaliagao apods o tratamento de indugao

140. Quantos ciclos de Qt

(0) nenhum (1) um (2) dois (3) trés (4) quatro

completou
141. Motivo da (0) completou os quatro ciclos (1) toxicidade (2)
interrupgao progresséo tumoral

Se alternativa (1), definir qual toxicidade determinou
a interrupgéo:




142. Medida do maior
diametro pelo exame de
imagem

143. Determinagéao da
resposta clinica (TC ou
RNM, de acordo com os
critérios do RECIST)

(1) resposta completa (RC) (2) resposta parcial
(RP)

(3) doenca estavel (DE) (4) progresséo de doenga
(PD)

Dados da cirurgia

144. Data da cirurgia

145. Classificacao da
cirurgia quanto a
ressecabilidade

(0) ndo operou (1) ressecgéo adequada (margens
tridimensionais de 1,5 a 2,0 cm) (2) ressecgao
marginal

(3) ressecgao incompleta (doenga macroscopica
residual)

146. Classificacao da
cirurgia quanto a
extensao da ressecgéao

(0) ndo operou (1) resseccao de partes moles, com
preservagdo do membro (2) resseccao alargada
(vasos, nervos, 0Sso ou visceras), com preservagao
do membro (3) amputagéo ou desarticulagéo
classica (4) amputacao ou
desarticulagdo alargada

147. Classificagao quanto
ao tipo de reconstrugao

(0) ndo operou (1) retalho fascio-cutaneo (2)
retalho miocutaneo (3) reconstrugao microcirurgica

148. Caso a resposta aos
trés itens anteriores for
(0), Qual o motivo da
suspensao da cirurgia

(0) ndo se aplica, pois operou (1) ébito por
complicagdo da Qt (2) progresséo local durante a
Qt

(3) progresséo sistémica

149. Data da alta
hospitalar

150. Complicagoes poés-
operatorias

(0) ndo houve (1) sim, relacionadas a FO (2) sim,
mas nao relacionadas a FO (3) sim; complicagbes
clinicas no periodo pds-operatorio (até 30° dia PO)

151. Tipo de complicagao
cirargica

(0) ndo houve (1) hemorragia trans-operatéria

(2) hemorragia pos-operatoria, com necessidade de
reintervengdo (3) hematoma de FO, sem
necessidade de reoperagéo (4) seroma (5)
deiscéncia de FO, sem infecgdo (6) infeccao de
FO (7) perda de retalho (quando rotagao de
miocutaneo ou microcirlrgico)

(8) trombose de enxerto vascular

152. Agente infeccioso
isolado em caso de
infecgcao




153. Em caso de seroma,
quantas pungoes foram
realizadas?

154. Tipo de complicagao
clinica

(0) ndo houve (1) infeccao respiratéria (2)
embolia pulmonar (3) congestao pulmonar (4)
IAM (5) TVP

(6) descompensacgédo de DM (7) AVC (8) outras

Dados da Anatomia Patolégica (peca cirurgica)

Numero do exame:

155. Tipo histoldgico

156. Grau histolégico

(1) baixo grau (2) alto grau

157. Margens
microscopicas

(0) ndo avaliadas (1) livres e amplas (2) livres,
porém exiguas (3) comprometidas

158. Percentagem de
necrose

159. Percentagem de
células viaveis

Dados da radioterapia adjuvante

160. Realizou ?

(0) ndo (1) sim
Se néo, va para o item 136

161. Toxicidade aguda a
Rxt

(0) ndo houve (1) dermatite grau

(2) neurotoxicidade grau

Dados do seguimento

162. Recidiva

(0) ndo (1) sim, local (2) sim, a distancia (3) sim,
local e a distancia, sincronicamente

163. Data da recidiva (1°
sitio)

164. Data da dltima
informagao ou consulta

165. Status na ultima
informacgao ou consulta

(1) vivo, sem doenga (2) vivo, com doenca
(3) morte por outra causa (4) morte por cancer
(5) perda de seguimento




Anexo 3 — Protocolo de Imunoistoquimica padronizado (Adaptado Envision
Flex/HRP)

Primeiro dia:
1. Desparafinizagao.
¢ Banho em xilol (5 min);
e Banho nés alcodis;

e Lavagem em agua corrente (5 min).

no

Recuperacao antigénica panela de pressao - EDTA/Tris, pH:9,0, por 25 min.
o 0,3722g de EDTA
o 1,2110g de TRIS
o 1000 ml de agua destilada — acertar o pH

e Esperar esfriar na propria solugao (20min).

3. Lavagem em agua corrente 5 min.

4. Bloqueio da peroxidase enddgena (2X 5min).

5. Lavagem em tampao (Wash buffer 1X - DAKO)(2X5min).
o Concentrado 20x — 1900ml de agua destilada para 100ml de tampéao.

6. Aplicagdo do Ac primario (overnight — aproximadamente 20 horas de
incubacéo).

Segundo dia:

7. Lavagem em tampao (Wash buffer 1X - DAKO)(2X5min).
8. Aplicacao Envision FLEX/HRP-polimero (20min).
9. Lavagem em tampao (Wash buffer 1X - DAKO)(2X5min).
10. Aplicacao do DAB (5min).

e Adicionar 20 gotas do concentrado no frasco do diluente.
11. Lavagem em agua corrente (5 min).
12. Contra coloragédo em Hematoxilina de Harris (1min.).

o Filtrar a Hematoxilina.
13. Mergulhar as laminas no diferenciador (poucos segundos).
14. Lavagem em agua corrente (5 min).

15. Desidratagdo e montagem.



Anexo 4 — Marcadores Imunoistoquimicos - Informacgdes técnicas

FST - Follistatin (Sigma)

Anticorpo policlonal obtido de coelho (diluicao de 1:50, Sigma) e precursor
recombinante da protein signature tag (PrEST). Considerado como antagonista das
ativinas e pertencente a superfamilia TGFB. Fun¢ao na reprodug¢ao e na regulagao
do desenvolvimento de tecidos humanos. Usado como marcador molecular de
doenga cardiovascular e de tumores, por exemplo, do trato gastrointestinal,
melanoma, linfoma e de pele. Tem localizagdo tanto no nucleo quanto no
citoplasma. Sua descricao, isoformas e mais informagdes podem ser encontradas

no site http://www.proteinatlas.org/ENSG00000134363/summary.

SMAD 4 (Novus)

Anticorpo monoclonal obtido de camundongo (clone IMD-89, diluicdo de 1:80,
Novus Biologicals). E uma proteina que esta implicada na fungdo da via de
sinalizagdo mediada por TGFB/BMP. Também chamada de DPC4, tem se mostrado
responsavel por mediar as atividades da via pela interagcdo com praticamente todos
os pertencentes da familia SMAD. De localizagdo tanto no nucleo quanto no
citoplasma, tem papel de supressor tumoral na via TGFB além de funcbes
relacionadas a crescimento celular e fenbmenos de apoptose. Mais informagoes
estdo disponiveis no site  http://www.novusbio.com/SMADA4-Antibody-IMD-

89_NBP1-42582.html

TGF - Transforming growth factor beta (Novocastra)

Anticorpo monoclonal obtido em camundongo (clone TGFB17, diluicdo 1:100,
Novocastra). Polipeptidio homodimero com 25kD com funcionando como potente
regulador celular. De localizagdo citoplasmatica, tem efeitos no crescimento e

diferenciacéo celular além de outros aspectos do metabolismo como producéo de




matriz extracelular. Informagdes técnicas podem ser obtidas no site (pdf):

http://www.leicabiosystems.com/fileadmin/img _uploads/novocastra reagents/Novoc

astra datasheets/tgfb.pdf

Id1 - Inhibitor of differentiation 1 (Abcam)

Anticorpo monoclonal obtido em camundongo (clone 2456C1a, diluigdo 1:100,
Abcan). Tem localizacdo nuclear e citoplasmatica. Tem a habilidade de formar
heterodimero como proteinas HLH, inibindo a ligagdo com DNA. Tem funcdo na
diferenciagao celular, proliferacdo, angiogénese e invasao tumoral. Elevados niveis
de Id1 estdo relacionados a agressividade tumoral. Informacdes técnicas podem ser

obtidas no site: http://www.abcam.com/Id1-antibody-2456C1a-ab66495.html




Anexo 5 - Termo de Consentimento ao Ensaio Clinico e Estudo molecular

Hospital A.C.Camargo— Fundag¢ao Anténio Prudente
R. Professor Antonio Prudente, 211 — telefone: 2189-5000
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

(Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — Resolugéo n. 196/96 e
resolugdo CNS 252/97 do Ministério da Saude)

Este termo de consentimento esta sendo solicitado exclusivamente para
participagao nesta pesquisa, sem possibilidade de extensdo da mesma autorizagao
para outros projetos.

PROJETO: Estudo Prospectivo Consecutivo para Quimioterapia Neoadjuvante
com Doxorrubicina e Ifosfamida em Sarcomas de Partes Moles de Alto Grau
de Extremidades

|. DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

NOME DO PACIENTE:

Sexo: ( ) masculino ( ) feminino Data de nascimento:_ /[
Documento de identidade n:

Endereco:
Numero: Complemento
Cidade: Estado:
CEP: Tel:

RESPONSAVEL:

Sexo: () masculino ( ) feminino Data de nascimento:_ /[
Documento de identidade n:

Endereco:
Numero: Complemento
Cidade: Estado:
CEP: Tel:

[I. OBJETIVOS DO ESTUDO

O tratamento dos sarcomas de partes moles de alto grau localizados em
extremidades atualmente é baseado na radioterapia, concomitante ou ndo a
quimioterapia, seguida de cirurgia para retirada do tumor. O tratamento pré-
operatério (neoadjuvante) tem por objetivo diminuir o tamanho do tumor,
possibilitando a preservagao do membro, e diminuir as chances de recidiva no local.
As taxas de complicagbes relacionadas a ferida operatéria tém sido elevadas e
podem estar associadas ao emprego da radioterapia antes da cirurgia. Essas
complicagbes atrasam ou até impedem a realizagdo de quimioterapia apds a



cirurgia (adjuvante), a qual tem por objetivo a erradicagéo de células cancerosas
que nao sao detectaveis aos exames habituais (micrometastases) e podem vir a se
desenvolver em outros 6rgdos, no futuro. A realizagdo exclusivamente de
quimioterapia antes da cirurgia (neoadjuvante) teria as vantagens potenciais
(tedricas) de iniciar precocemente o tratamento das micrometastases e diminuir as
taxas de complicagdes de cicatrizagao atribuidas a radioterapia.

O objetivo desse estudo é avaliar um esquema de tratamento pré-operatério que
envolve apenas quimioterapia, postergando a radioterapia para depois da cirurgia,
apos a cicatrizacdo adequada da ferida. O objetivo primario é determinar as taxas
de resposta (reducdo do tamanho do tumor) do esquema proposto, assim como
suas taxas de complicagdes.

O estudo prevé também a coleta de material (fragmento de tumor) para analise
genética, antes do inicio do tratamento.

lll. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS E DURAGCAO DA PARTICIPACAO NO
ESTUDO

Vocé podera participar de um estudo no Hospital A. C. Camargo que inclui
pacientes com suspeita de sarcoma de partes moles localizado em extremidades,
com mais de 18 anos de idade e que ndo tenham sido submetidos previamente a
radioterapia ou a quimioterapia. Vocé sera submetido a uma bidpsia para
determinagéo do diagndstico e podera ser incluido no estudo se o resultado for
sarcoma de alto grau. Caso aceite participar do estudo, uma parte do material
obtido na bidpsia sera armazenada para analise genética do tumor.

Apéds a bidpsia, realizara exames de sangue, além de tomografia computadorizada
do térax e tomografia ou ressonancia magnética do local do tumor.

Apos avaliagdo dos resultados dos exames, sera iniciada a quimioterapia pré-
operatéria endovenosa, que sera baseada no uso concomitante de duas drogas, a
doxorrubicina e a ifosfamida. Serao realizados quatro (4) ciclos que duram cinco (5)
dias cada um, com intervalo de 21 dias entre eles.

Apds o término da quimioterapia, vocé realizara novamente uma tomografia do
térax e uma tomografia ou ressonéncia magnética do local do tumor, com objetivo
de avaliar o resultado da quimioterapia. A cirurgia para retirada do tumor sera entao
realizada.

A radioterapia externa serd iniciada logo que a ferida operatéria tenha cicatrizado.
Apos término da radioterapia, estdo previstos mais quatro ciclos de quimioterapia,
semelhantes aos realizados antes da cirurgia, utilizando-se as mesmas drogas.
Portanto, o tratamento prevé trés meses de quimioterapia, dois meses para cirurgia
e radioterapia e mais quatro meses de quimioterapia, completando nove meses de
tratamento, aproximadamente.

IV. RISCOS POTENCIAIS
Os riscos potenciais estao relacionados aos efeitos colaterais das drogas utilizadas
para quimioterapia.

Doxorrubicina: mielossupressao (diminuicdo da producido de células do sangue
que sao responsaveis pela coagulacao, defesa e nutricdo dos tecidos e érgaos do



corpo) podendo resultar em infecgdes e hemorragias; alteragbes cardiacas agudas
ou cronicas, (pericardite ou miocardiopatia, que significam inflamagéo da membrana
que reveste o coragcdo ou do proprio musculo cardiaco) e que podem causar
fraqueza nos batimentos do coragdo; nauseas; vomitos; mucosite, que é a
inflamacao do tecido de revestimento interno de todo o intestino; alopécia (queda
de cabelo); disfungdo sexual e reprodutiva.

Ifosfamida: alteragdes urinarias, como cistite, que é a inflamagao do tecido que
reveste internamente a bexiga, hematuria (sangramento na urina) e alteragbes na
funcado dos rins; mielossupressao, (diminuicdo da producao de células do sangue
que sao responsaveis pela coagulacao, defesa e nutricdo dos tecidos e érgaos do
corpo) podendo resultar em infecgdes e hemorragias; nauseas; vomitos; mucosite
que é a inflamacao do tecido de revestimento interno de todo o intestino; alteragdes
da fungao hepatica; alopecia (queda de cabelo); disfungao sexual e reprodutiva
Mesna: nauseas ou voémitos.

V. BENEFICIOS PREVISTOS

Caso concorde em participar deste estudo, pode haver ou ndo beneficio médico
direto para vocé. Esperamos que o0 esquema proposto atinja resultados
semelhantes aos esquemas que incluem radioterapia antes da cirurgia, mas sem as
complicacbes relacionadas a ferida atribuidas a irradiagcao, permitindo reabilitacdo
mais precoce e a continuidade do tratamento pds-operatério. Estes resultados nao
Ihe podem ser garantidos.

VI. TRATAMENTOS ALTERNATIVOS AO OBJETO DA PESQUISA

O esquema de tratamento adotado classicamente em nosso hospital para sarcomas
de alto grau de extremidades envolve radioterapia concomitante a quimioterapia
com doxorrubicina, seguida de cirurgia.

VIlI. SALVAGUARDA DE CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVACIDADE

Vocé tera seguranca de que seus dados obtidos nos questionarios da pesquisa sé
serdo de conhecimento dos médicos responsaveis pelo estudo, a menos que
requeridos judicialmente. Vocé, seus familiares ou acompanhante responsavel
autorizado poderao ter acesso aos seus dados quando solicitados. Os resultados
deste estudo poderdo ser publicados em revistas médicas, apresentados em
congressos ou eventos cientificos, sem que seu nome seja mencionado em parte
alguma.

VIll.  ESCLARECIMENTOS SOBRE COMPENSACOES OU DANOS
RELACIONADOS A PESQUISA

Vocé nao tera nenhum tipo de remuneragao ao aceitar este tratamento. A pesquisa
nao envolve nenhuma forma de compensacao financeira aos participantes.

O Hospital A.C. Camargo, assim como os médicos responsaveis pela pesquisa, nhdo
se isentardo da responsabilidade legal sobre os eventuais maleficios que possam
acometer o paciente, desde que os mesmos advenham da intervencao realizada no
estudo.



IX. ESCLARECIMENTOS SOBRE OUTROS DIREITOS DO PACIENTE SUJEITO A
PESQUISA

A participagdo no estudo é voluntaria. Vocé tem o direito de sair do estudo a
qualguer momento e por qualquer motivo.

Caso venha a abandonar o estudo ou decidir ndo participar do mesmo, o seu
tratamento ndo sera prejudicado. No entanto, se vocé decidir sair da pesquisa,
devera informar seu médico.

X. INFORMACOES SOBRE NOMES, TELEFONES E ENDERECOS PARA
CONTATOS.

Para tirar qualquer duvida sobre o estudo vocé podera entrar em contato com:

Dr. Ranyell Matheus Spencer S. Batista

Hospital A. C. Camargo— Tel: 2189-5000. Ramais: 2303 ou 2304.

Para tirar qualquer duvida ética sobre o estudo vocé podera entrar em contato com:
CEP — Comité de Etica em Pesquisa - Hospital A. C. Camargo— Tel: 2189-5020.

XI. CONSENTIMENTO LIVRE E POS-INFORMADO

Eu declaro que li e compreendi a proposta de tratamento e fui convenientemente
esclarecido pessoalmente pelo pesquisador. Declaro que entendo os riscos da
minha doenca, o objetivo do estudo e os riscos e beneficios do tratamento. Declaro
que, de forma voluntaria, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.
Declaro também que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto na utilizacdo dos fragmentos do tumor
coletados para a criagdo de um banco de tumores e, posteriormente, a
determinacdo de fatores moleculares relacionados com resposta clinica e
patolégica ao tratamento quimioterapico ou fatores relacionados ao progndstico.

Sao Paulo, / /

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

Eu declaro que expliquei este protocolo de tratamento, com todos os detalhes
necessarios para o] paciente (ou seu responsavel legal)

Assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)



Termo de Consentimento para o estudo molecular/imunoistoquimico

Hospital A.C.Camargo—-Fundacao Anténio Prudente
R. Professor Antoénio Prudente, 211 — telefone: 2189-5000
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

(Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — Resolugédo n. 196/96 e
resolugdo CNS 252/97 do Ministério da Saude)

Este termo de consentimento esta sendo solicitado exclusivamente para
participagdo nesta pesquisa, sem possibilidade de extensdo da mesma autorizagao
para outros projetos.

PROJETO: Avaliagcao génica e protéica de genes da via de sinalizagao
mediada por TGF como preditores de resposta a quimioterapia neoadjuvante
com doxorrubicina e ifosfamida em adultos portadores de sarcoma de partes
moles de alto grau em extremidades.

|. DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

NOME DO PACIENTE:

Sexo: () masculino () feminino Data de nascimento:___ /[
Documento de identidade n:

Endereco:
Numero: Complemento
Cidade: Estado:
CEP: Tel:

RESPONSAVEL:

Sexo: () masculino () feminino Data de nascimento:__ / [/
Documento de identidade n:

Endereco:
Numero: Complemento
Cidade: Estado:
CEP: Tel:

[I. OBJETIVOS DO ESTUDO

Vocé foi convidado anteriormente a participar de um estudo experimental que testa
um esquema de tratamento pré-operatério em sarcomas de partes moles de alto
grau histolégico em extremidades que envolve apenas quimioterapia, postergando
a radioterapia para depois da cirurgia, apds a cicatrizagcdo adequada da ferida. O
objetivo primario é determinar as taxas de resposta (redu¢cao do tamanho do tumor)
do esquema proposto, assim como suas taxas de complicacoes.

O grau de malignidade histolégica é atualmente o uUnico fator capaz de predizer,
com acuracia ainda razoavel, a eficacia do tratamento pré-operatério, ou seja, as
taxas de resposta. E possivel que algumas caracteristicas genéticas armazenadas



no tumor possam também ter essa capacidade e, talvez, com maior precisdo. Até o
momento, ndo se conhecem estudos publicados em sarcomas de partes moles que
respondam adequadamente a esse questionamento.

O objetivo do estudo que agora propomos € tentar identificar um ou um grupo de
genes presentes nos tumores que possam predizer as taxas de resposta da
quimioterapia realizada antes da cirurgia, através da andlise genética de um
fragmento do tumor.

lll. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Vocé podera participar de um estudo no Hospital A. C. Camargo que inclui
pacientes com suspeita de sarcoma de partes moles localizado em extremidades,
com mais de 18 anos de idade e que ndo tenham sido submetidos previamente a
radioterapia ou a quimioterapia. Vocé sera submetido a uma bidpsia para
determinacido do diagndstico e podera ser incluido no estudo se o resultado for
sarcoma de alto grau. Caso aceite participar do estudo, uma parte do material
obtido na bidpsia sera armazenada para analise genética do tumor.

Nessa analise, cujas técnicas se chamam PCR em tempo real e imunohistoquimica,
serdo analisados genes que possivelmente estdo envolvidos em resposta a
quimioterapia.

Os resultados serao entdo correlacionados com as taxas de resposta a
quimioterapia pré-operatéria (reducdo do tamanho do tumor) na tentativa de avaliar
um grupo de genes que estejam associados a melhores ou piores resultados.

O material coletado sera armazenado, havendo a possibilidade de utiliza-lo em
pesquisas futuras. Nesse caso, vocé sera novamente contatado para conceder ou
nao autorizagdo para utilizagdo do material em nova pesquisa.

IV. RISCOS POTENCIAIS
Os riscos potenciais estao relacionados as possiveis complicacbes das bidpsias,
como infec¢gdo ou hematomas.

V. BENEFICIOS PREVISTOS

Nao ha beneficio direto previsto para os participantes desse estudo. Esperamos
que, ao identificar fatores genéticos com alta capacidade de predizer resposta ao
tratamento, outras populagdes possam vir a se beneficiar, no futuro, de critérios
mais acurados de indicagdo do tratamento.

VI. SALVAGUARDA DE CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVACIDADE

Vocé tera seguranca de que seus dados obtidos s6 serdo de conhecimento dos
pesquisadores responsaveis pelo estudo, ndo sendo permitido acesso a terceiros, a
menos que requeridos judicialmente. Vocé, seus familiares ou acompanhante
responsavel autorizado poderao ter acesso aos seus dados quando solicitados. Os
resultados deste estudo poderao ser publicados em revistas médicas, apresentados
em congressos ou eventos cientificos, sem que seu nome seja mencionado em
parte alguma.



VILI. ESCLARECIMENTOS SOBRE COMPENSACOES OU DANOS
RELACIONADOS A PESQUISA

Vocé nao tera nenhum tipo de remuneracdo ao aceitar participar desse estudo. A
pesquisa ndo envolve nenhuma forma de compensagdo financeira aos
participantes.

Como a pesquisa envolve andlise de altera¢cdes genéticas apenas no tumor e nao
de caracteristicas genéticas herdadas pelo individuo, ndo estdo previstos
programas de aconselhamento genético.

VIIl. ESCLARECIMENTOS SOBRE OUTROS DIREITOS DO PACIENTE SUJEITO
A PESQUISA

A participagdo no estudo é voluntaria. Vocé tem o direito de sair do estudo a
qualguer momento e por qualquer motivo.

Caso venha a abandonar o estudo ou decidir ndo participar do mesmo, o seu
tratamento ndo sera prejudicado. No entanto, se vocé decidir sair da pesquisa,
devera informar seu médico.

IX. INFORMACOES SOBRE NOMES, TELEFONES E ENDERECOS PARA
CONTATOS.

Para tirar qualquer duvida sobre o estudo vocé podera entrar em contato com:

Dr. Ranyell Matheus Spencer S. Batista

Hospital A. C. Camargo— Tel: 2189-5000. Ramais: 2303 ou 2304.

Para tirar qualquer duvida ética sobre o estudo vocé podera entrar em contato com:
CEP — Comité de Etica em Pesquisa - Hospital A. C. Camargo— Tel: 2189-5020.

X. CONSENTIMENTO LIVRE E POS-INFORMADO
Eu declaro que li e compreendi a proposta da pesquisa e fui convenientemente
esclarecido pessoalmente pelo pesquisador. Declaro que, de forma voluntaria,

consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, / /

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

Eu declaro que expliquei os objetivos e métodos da pesquisa, com todos os
detalhes necessarios para o paciente (ou seu responsavel legal).

Assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)



Anexo 6 — Documento de aprovagdo do trabalho pelo Comité de Etica em
Pesquisa — Hospital A.C.Camargo

Hospital T T
Comité de Eticaem
A.C. Camargo " Pesquisa - CEP

$30 Paule. 06 de Maie de 2009.

Ao ' . E

Dr. Ademar Lopes

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1202/09 : : : )

- “Avaliagic génica e protéica de genes da via de sinalizagfio mediada por TGFp- como
predifores de resposta a quimioterapia neoadjuvante com doxorrubicina e ifosfamida em
adultos portadores de sarcoma de partes.moles de alto grau em extremidades”.

(Os membros do Comité de Etica em Pesquisa-em Seres Humanos da Fundagdo . Antonio -
- Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua dltima reunidio-de 28/04/2009; apés
- analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunjde de 17/02/2009, aprovaram a
realizacio do estudo em referéncia, do Termo de Consentimento Tivre Esclarecido para ensaio
clinico (referente projeto principal), do ‘Termo de- Consentimento’ Livre-¢ Esclart:udo para esmdo i
genétice e tomaram umhm imento dos seguintes documentos: .

Folha de Rosto para Pesquisa envolvendo Seres Humanos;
Termo de Compromisso do Pesquisador com resoluges CNS;
Declaragdo de Infra-Estrutura e Instalagoes;

# Declaragio sobre o plano de recrutamento dos sujeitos de pesquisa, urumstanclas €
responsaveis pela obtengdo do TCLE;

» Dedlaragio sobre uso e destino do material blulagico pubhcaq:ao dos dd.dOS €
[’JI’u]}liLd&dL das informagdes geradas; e

# Orgamento financeiro detalhado;

% Plano de Trabalho; .

» Tabela com iniciais e RGH’s dos pacientes; -’

% Ficha para Coleta de Dados;

» Declaragio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Departamcmo de Imagem — Medicina
| . \u\.l»m ) D
[ > L;ei,lam-. 4o de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Imagem;
» Declaragio de Ciéncia e Comprometimento-do Departamento de Oncologia Cliniea;
+ Declaragio de Ciéncia e Com prometimente do D:.parlamcnto de Cirurgia Pélviea; -
5. Declaragiio de Ciéncia e Comprometimento do Depar_lal_nento de Anatomia Patologica.

YoN W

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverido ser cncaminha,d'ﬁé a
assistente do CEP dentro de 6 meses. ' :

Alenciosamente,

o é e &ndrade
omité de ]"_tn:g cm Pesquisa

Dr. Alexandr;
2" Vice-Coordenador dd’

Rua Pror. Antanic Prudente, 211 - Liberdads -S40 Paulo - SP_ CEP 01509-800 - ONPJ 60.961.968/0001-06
TelfFax (0XX11)2189.5020 - cep_heancer@hcancer.org.br




