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RESUMO

Poliseli FLV. Avaliacdo do numero de cépias do gene TOP2A e da
expressdo da sua proteina em leiomiossarcomas uterinos. Sao Paulo,

2012. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacéo Anténio Prudente].

Leiomiossarcoma corresponde a apenas 1 a 2% das neoplasias uterinas,
porém apresenta alta morbimortalidade e seu progndstico pouco tem
mudado nos ultimos anos. O quadro clinico assemelha-se com tumores
uterinos benignos e exames de imagem ainda nao sao confiaveis para fazer
o diagndstico. Sua sarcogénese nao esta compreendida, assim como nao
esta claro qual é a célula progenitora. O tratamento primario permanece
cirargico e a influéncia da quimioterapia é incerta. Entre os quimioterapicos
mais ativos destacam-se os antraciclicos, que agem no bloqueio do TOP2A.
Objetivo: Desta forma objetivamos estudar o gene TOP2A e sua proteina em
leiomiossarcomas uterinos e sua relagdo com caracteristicas
clinicopatologias, bem como com a sobrevida. Metodologia: As informacgdes
clinicas de pacientes com leiomiossarcoma uterino foram resgatadas dos
prontuarios médicos do Hospital A.C. Camargo no periodo de 1982 a 2010 e
o material anatomopatolégico foi revisto e reclassificado e posteriormente
submetido a estudos imunoistoquimico e de FISH para analise do TOP2A. A
casuistica compreendeu um total de 37 pacientes. Resultados: A idade
mediana foi de 50,2 anos e o0 seguimento mediano foi de 21 meses. A alta
expressdao da proteina Top2A estava presente 56,8% das pacientes. O
numero de copias do gene TOP2A estava alterado em 36,7% das pacientes,
estando a amplificagao presente em 72,7% dos casos. A analise univariada
mostrou que tamanho do tumor e estadiamento tém impacto na sobrevida
global e somente o estadiamento tem impacto na sobrevida livre de doenca.
indice mitético maior do que 20 associ ou-se com alta expressdo da proteina
em 70,8% dos casos e estadio precoce associou-se com a baixa expressao

da proteina Top2A em 61% dos casos. Nao houve correlagédo



estatisticamente significativa do nimero de copias do gene TOP2A e da sua
proteina. Conclusdo: Tamanho do tumor e estadiamento mostraram-se
indicadores progndsticos validos de leiomiossarcoma uterino na analise
univariada. A expressdo da proteina Top2A esta associada com indice

mitético e com estadiamento da neoplasia.



SUMMARY

Poliseli FLV. [Evaluation of the number of copies of the TOP2A gene and
its protein expression in uterine leiomyosarcoma]. S&do Paulo, 2012.
[Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

Leiomyosarcomas account for only 1-2% of uterine cancers, but have high
morbimortality and their prognosis has changed little in recent years. The
clinical profile consists of benign uterine tumors and imaging exams are still
not reliable for making a definitive diagnosis. The sarcogenesis of
leiomyosarcomas is not understood as well as the precise nature of the
progenitor cell remains unclear. Primary treatment remains surgical and the
influence of adjuvant chemotherapy is uncertain. Standing out among the
most active agents are anthracyclines, which act to block TOP2A. Thus, we
aimed to study the TOP2A gene and its protein in uterine leiomyosarcoma
and their relationship to features clinical and pathology as well as survival.
Clinical information of patients with uterine leiomyosarcomas were taken
from medical records of Hospital A.C. Camargo in the period from 1982 to
2010 and the anatomopathologic material was reviewed and reclassified and
subsequently subjected to immunohistochemistry and FISH studies for the
analysis of TOP2A. The cases selected for study consisted of 37 patients.
The median age was 50.2 years and the median follow-up was 21 months.
The high expression of the protein was present Top2A 56.8% of patients.
The number of copies of the TOP2A gene was abnormal in 36.7% of
patients, and amplifying present in 72.7% of cases.Univariate analysis
showed that tumor size and staging had an impact on overall survival and
that only staging had an impact on disease-free survival. Mitotic index
greater than 20 was associated with high protein expression in 70.8% of
cases and was associated with an early stage with low protein expression
Top2A in 61% of cases. There was no correlation between the TOP2A
number of copies of the gene and Top2A protein expression. Tumor size and
staging proved to be valid prognostic indicators of uterine leiomyosarcoma
and Top2A protein expression is associated with mitotic index and staging.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8

LISTA DE FIGURAS

Fluxograma demonstrando a descrigdo da casuistica (AP

anatomopatolégico, HACC Hospital A.C. Camargo).................

Fotomicrografias mostrando leiomiossarcoma uterinos (HE)
apresentando em A atipia leve, em B atipia moderada e em C

AtiPIa SEVEIA......ccoeeiieie e

Fotomicrografia ilustrando a expressao protéica do Top2A em

leiomiosSSarcomMas ULEIHNOS. .....c.uveeeeee e

Histograma com a distribuicdo das médias do numero de

células que expressavam a proteina Top2A em 2 niveis de

Fotomicrografias mostrando reacdes de Hibridizagao in situ
fluorescente (FISH) onde estdo marcados em verde o gene
TOP2A, em vermelho o gene HER2 e em azul o centrdbmero

dO CrOMOSSOMO 17 ..o

Grafico de sobrevida global (Hospital A.C. Camargo, 1982 —

Sobrevida global de acordo com estadiamento da neoplasia

(Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009)........cccceeieiiiiiiieeeeeeeeeann.

Grafico de sobrevida global entre pacientes com

leiomiossarcoma estadio | e estadio Il, Il e IV, p=0,04
(Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009)........cccceeviiiiiieiieeeeeeeeeen.

22

26

28

29

31

34

35



Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Sobrevida global de acordo com o maior didmetro da

neoplasia, p=0,015 (Hospital A.C. Camargo, 1982 -

Sobrevida global em relacdo a baixa e alta expressédo da
proteina Top2A, p=0,67 (Hospital A.C. Camargo, 1982 -

Sobrevida global conforme o numero de copias do gene
TOP2A, p=0,34 (Hospital A.C. Camargo, 1982 -

Sobrevida livre de doenca em relagcdo ao estadiamento da

neoplasia, p= 0,009 (Hospital A.C. Camargo, 1982 -

Sobrevida livre de doenca confome periodo de tratamento da

neoplasia, p=0,007 (Hospital A.C. Camargo, 1982 -

Sobrevida livre de doenca confome realizacdo da
quimioterapia adjuvante, p=0,42 (Hospital A.C. Camargo,
1982 — 2009).....e e ———

Sobrevida livre de doenga quanto a realizacao da radioterapia
adjuvante, p=0,46 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009)........

Sobrevida livre de doenca quanto a expressdo da proteina
Top2A, p=0,84 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).............

37

38

39

40

42

43

44

44



Figura 18

Figura 19

Sobrevida livre de doenga em relacdo ao numero de coépias
do gene TOP2A, p=0,92 (Hospital A.C. Camargo, 1982 —

Sobrevida livre de doenga de acordo com local da cirurgia,
p=0,04 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).......................... 46



Quadro 1

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE QUADRO E TABELAS

Estadiamento do leiomiossarcoma uterino...........c.ccccvvena.... 6

Caracteristicas clinicas e de achados intra-operatérios das
pacientes com leiomiossarcoma de utero (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2010).....cuuuuuriiiiiiiiiieieeee e 24

Anadlise da relacdo do estadiamento de pacientes com
leiomiossarcoma uterino conforme periodo do tratamento até
2009 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009)...........cceeeeeeeeeeen. 25

Caracteristicas anatomopatologicas do tumor das pacientes
com leiomiossarcoma (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2010).

(M/10CGA: mitose por 10 campos de grande aumento)........... 25

Situacdo final das 37 pacientes com leiomiossarcoma
(Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2010).......cccuvmieereeeeeeeeeeiees 26

Relacdo entre estadiamento e quimioterapia (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2010)...cccceeiiiiiiieeeiee e 27

Relacdo entre estadiamento e radioterapia (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2010)......uuuieieiiieeeee e 27

Expressao da proteina Top2A com variaveis demograficas,
clinicas e anatomopatologicas e idade (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2010)......uuuuueeiiiiiieeiee e 30

Numero de copias do gene TOP2A com variaveis
demograficas, clinicas e anatomopatolégicas e idade
(Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2010).......cccuveeeereeeeaeeeeeiees 32



Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Expressédo da proteina Top2A de acordo com o numero de
copias do gene TOP2A, variaveis nominais (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2010)...ccceeeiiiiieeieee e

Expressdo da proteina Top2A de acordo com o numero de
copias do gene TOP2A, variavel dicotomizada, (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2010)......uuueiiieiieeeee e

Taxa de sobrevida mediana e global de acordo com estadio

do leiomiossarcoma, (Hospital A.C. Camargo, 1982 -

Anadlise da sobrevida mediana em relacdo a variaveis
clinicopatolégicas (SM: Sobrevida mediana) (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2009)........ccieeiieieieee e

Analise da sobrevida livre de doenca mediana em relagdo a
variaveis demograficas, clinicas e anatomopatolégicas (SLM:
Sobrevida livre de doenca mediana) (Hospital A.C. Camargo,
1982 — 2009)....ee e e e

Modelo  multivariado de avaliagdo da expressao
imunoistoquimica de TOP2A como possivel fator de risco
para obito e recidiva nos leiomiossarcomas uterinos (Hospital
A.C. Camargo, 1982-2009)..........uuuiiiiiiiiaaeaeeeeeieiereeeee e

Modelo multivariado de avaliacdo do numero de coépias do
gene TOP2A como possivel fator de risco para obito e
recidiva nos leiomiossarcomas uterinos (Hospital A.C.
Camargo, 1982-2009)........ccouiiiiiiiieiieieeiieie s

33

33

36

40

47

48



ATP
DNA
FIGO
HACC
HE
HER2
INCA
M/10 CGA
RM

SG
SLD
SLM
STUMP
TC
TOP2A
Top2A
TOP2B
Top2B
us
WHO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

adenosina trifosfato

acido desoxirrubonucleico

International Federation of Gynecology and Obstetrics
Hospital A.C. Camargo

Hematoxilina-Eosina

Human Epidermal growth factor Receptor 2
Instituto Nacional do Céancer

mitose por 10 campos de grande aumento
Ressonéancia Magnética

Sobrevida global

Sobrevida livre de doenga

Sobrevida livre de doenca mediana

Tumor de musculo liso de potencial maligno incerto
Tomografia Computadorizada

gene Topoisomerase 2 alfa

proteina Topoisomerase 2 alfa

gene Topoisomerase 2 beta

proteina Topoisomerase 2 beta

Ultrassonografia

World Health Organization



1.1
1.2
1.3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5
4.6
4.7

4.8
4.9

INDICE

INTRODUGAO ..ottt
Leiomiossarcoma de UEro ...........oeevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
Prognaostico e tratamento............oooevvviiiiiiiiiiiiiiiiiie

Topoisomerase ll alfa ..o

OBUJETIVOS ...t e e e eennees

METODOLOGIA ..ottt e e e e e e e e e e e
PaCIENES ... e
Ficha de Registro de Dados ............ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
Construgao do tissue microarray-TMA .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieees
ANalise da proteina........ccooooevviiiiiie e
Analise do numero de cOpias dO gENE .......ccceevviiiiiiiiiiiee e,
Analise Estatistica .........oouuneiiiieee
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.............cccccco.

Descricao da CasUiStiCa.......ccoeiiieeeiicie e

RESULTADOS ... e et e e eaa s
Dados demograficos, clinicos € CirlrgiCos............cuuevveeiieeieeeeeeeeeeeeeeeenn.
Dados anatomopatolOgiCOS ..........ceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
Dados de SegUIMENTO.......cooeiuiiiiieei e
Analise da relagao entre estadio e tratamento quimioterapico

L= =To [0 (=T = o] [ o J U
Avaliagdo da expressao da proteina TOP2A.........ceeiiieieiiieiiiiieeee e
Avaliagdo do numero de cépias do gene TOP2A..........ccovvvvvviiicieeeeeenn.
Avaliacédo da expressao da proteina top2a em relagdo ao numero

de cOPIas dO GENE .......cooei i
Andlise da sobrevida global..............oooiiiiii

Analise da sobrevida livie de doenga............cccuveeeiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeee



410 ANAlISe MUILIVATIAAQA ..o 48

5 DISCUSSAD ..ottt 49

6 CONCLUSOES ...ttt 61

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviveeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
ANEXOS

Anexo 1 Protocolo sarcoma uterino

Anexo 2  Parecer final do Comité de Etica em Pesquisa



1  INTRODUCAO

1.1 LEIOMIOSSARCOMA DE UTERO

Em 2012, estudos epidemiolégicos mostram que cancer de utero é o
oitavo cancer mais comum em mulheres brasileiras, com estimativa de 4520
casos novos em 2012, o que representa 2,5% de todas as neoplasias
malignas (Ministério da Saude 2011). Sarcomas uterinos s&o raros,
representando somente 3 a 8% dos tumores malignos do utero (MAJOR et
al. 1993; UEDA et al. 2008).

Sarcomas séo tumores originarios dos elementos mesenquimais e
sdo distinguidos dos carcinomas que se originam de elementos epiteliais.
Histologicamente, @ sarcomas  uterinos s&o  classificados  como
leiomiossarcomas, perfazendo 40% dos casos, carcinossarcomas ou
tumores mudllerianos mistos malignos (40%), sarcomas do estroma
endometrial (10 a 15%) e sarcomas indiferenciados (5 a 10%). Mais
recentemente, carcinossarcomas estdo sendo reclassificados como formas
desdiferenciadas ou metaplasicas de carcinomas endometriais, apesar de
que a Classificacdo da Organizagdo Mundial da Saude de 2003
(TAVASSOLI 2003) ainda o classifica como sarcoma uterino (D’ANGELO e
PRAT 2010).

O prognéstico de pacientes com sarcoma uterino nédo tem mudado

nas ultimas décadas. A sobrevida global de 5 anos tem estado entre 17 e



54% em varios estudos. Um estudo prévio mostrou taxa de sobrevida global
de 2, 5 e 10 anos de 62%, 51% e 38%, respectivamente. Na analise
multivariada, estadio, idade, tamanho do tumor e paridade mostraram ter
influéncia independentemente na sobrevida global destes pacientes
(KOIVISTO-KORANDER et al. 2008).

Apods o carcinossarcoma, o leiomiossarcoma € o subtipo mais comum
de sarcoma uterino, perfazendo 1 a 2% das malignidades uterinas (REED et
al. 2003; GIUNTOLI et al. 2003; SOLOMON et al. 2005). A maioria dos
casos ocorre em mulheres com cerca de 40 anos e apresenta-se como
sangramento vaginal em 56% dos casos, massa pélvica palpavel em 54%
ou dor pélvica em 22%. Raramente, podem apresentar-se como
hemoperitbneo, extensao extra-uterina ou metastases. Sintomas e sinais
sao muito semelhantes aos de leiomiomas e a distincdo pré-operatoéria é
dificil. Suspeita-se de malignidade pela presencga de certos comportamentos
clinicos, tais como crescimento tumoral em mulheres na menopausa sem
reposi¢cao hormonal (REED et al. 2003; PERRI et al. 2009).

Nenhum exame de imagem pode oferecer um diagndstico pré-
operatorio confiavel. Tomografia computadorizada é incapaz de diferenciar
tumores mesenquimais benignos de malignos. Ultrassonografia e
Ressonancia Magnética podem trazer mais informagdes, porém ainda sao
insatisfatérios para o diagndstico diferencial. A presenga de invasao,
crescimento e necrose hemorragica pelo exame de Ressonancia Magnética
podem sugerir malignidade (SUTTON et al. 2004; VALENTIN 2006; AMANT

et al. 2009).



Os principais critérios para diagnéstico histopatolégico de
leiomiossarcoma uterino sdo a presenca de atipia citologica, alto indice
mitético e presenga de necrose celular coagulativa. Além disso,
frequentemente mostram bordas irregulares e infiltrativas bem como invasao
vascular. O diagndstico de leiomiossarcoma é feito em qualquer tumor de
musculo liso que apresente necrose coagulativa com a presenca de atipia
citolégica e qualquer indice mitético, e também naqueles com necrose
coagulativa e 10 ou mais mitoses/10 CGA, mesmo na auséncia de atipia
citolégica. Nenhum destes achados é valido como critério unico e o
diagndstico baseia-se na avaliagdo cumulativa de todas estas caracteristicas
(BELL et al. 1994; REED et al. 2003; TAVASSOLI e DEVILEE 2003;
GADDUCCI 2011).

Ocasionalmente, as caracteristicas histoldgicas sao insuficientes para
classifica-los em benignos ou malignos, sendo ideal em tais casos utilizar o
termo “tumores de musculo liso de potencial maligno incerto” (STUMP).

Leiomiossarcoma epitelidide e mixdide sao duas variantes que podem
ser dificeis de serem reconhecidas microscopicamente, devido as suas
caracteristicas histopatoldgicas diferirem daquelas dos leiomiossarcomas de
células fusiformes habituais. Atipia nuclear € branda em ambos os tipos
tumorais e o indice mitético é freqientemente menor do que 3 M/10 CGA.
Nos leiomiossarcomas epitelidides, necrose pode estar ausente e
leiomiossarcomas mixoides sao frequentemente hipocelulares. Na auséncia

de atipia celular severa e atividade mitética alta, ambos os tumores séao



diagnosticado como sarcoma baseado em suas bordas infiltrativas (ATKINS
et al. 2001; REED et al. 2003; GADDUCCI 2011).

REED et al. (2003) relatam que os leiomiossarcomas geralmente
expressam marcadores de musculo liso, tais como desmina, h-caldesmon, e
actina de musculo liso. Porém, leiomiossarcomas epitelidides e mixoides
podem mostrar graus menores de imunorreagao para estes marcadores.
Também expressam receptores de estrogeno, de progesterona e de
andrégeno em 30 — 40% dos casos.

Os leiomiossarcomas uterinos apresentam niveis mais elevados de
Ki67, comparados aos leiomiomas. Mutagdo do gene e hiperexpressao da
proteina p53 tém sido descrita em 25 a 47% dos leiomiossarcomas uterinos
e ausente nos leiomiomas (ZHAI et al. 1999; AKHAN et al. 2005; CHEN e
YANG 2008). O proto-oncogene c-Kit tem sido identificado como alterado
em leiomiossarcomas e em outros sarcomas uterinos (WANG et al. 2003;
LEATH et al. 2004).

Ao contrario de leiomiomas e tecido miometrial normal, a maioria dos
leiomiossarcomas uterinos mostram alteracdo na expressao de muitos
genes envolvidos na proliferagao celular e regulacdo do ciclo celular. Em
particular, a expressao aumentada de p16 esta mais frequentemente
presente em leiomiossarcomas uterinos do que em leiomiomas € miométrio
normal (ATKINS et al. 2008).

Segundo THWAY (2009), a sarcogénese nao ¢€ claramente
compreendida, mas os modelos de progressao gradual para malignidade a

partir de lesdes displasicas ou precursoras nao foram demonstradas como



em outras neoplasias epiteliais. Em contraste com tumores epiteliais,
sarcomas freqliientemente ndo surgem do tecido maduro correspondente e a
sua célula progenitora ainda n&o esta clara.

Leiomiossarcomas uterinos sao tumores geneticamente instaveis
caracterizados por anormalidades cromossémicas complexas e ampla
desrregulacao génica. Até o momento nenhuma translocagao cromossémica
ou mutagao genética especifica foi sido identificada (IP e CHEUNG 2011).

Embora a classificacdo dos tumores de partes moles ainda é em
grande parte determinada no aspecto histoldgico, existe recentemente uma
melhor caracterizagdo de eventos genéticos especificos. Os recentes
avancos na biologia molecular, incluindo perfis de expressao génica, podem

trazer uma contribui¢ao significativa como histomorfologia (THWAY 2009).

1.2 PROGNOSTICO E TRATAMENTO

Os leiomiossarcomas uterinos sdo tumores muito agressivos, mesmo
quando confinados ao utero ou em estadio precoce. A taxa de recorréncia
tem variado de 53% a 71% (REED et al. 2003). A primeira recorréncia ocorre
no pulméo em 40% das pacientes e na pelve em 13%. A taxa de sobrevida
global em 5 anos varia de 15% a 25%, com sobrevida mediana de 10 meses
(REED et al. 2003; GIUNTOLI et al. 2003; TROPE et al. 2012).

O estadio da doencga (Quadro 1) é o fator prognéstico mais importante

e no caso dos leiomiossarcomas estadio |, tamanho do tumor e indice



mitético foram correlacionados a sobrevida (D'ANGELO e PRAT 2010;

TROPE et al. 2012).

Quadro 1 - Estadiamento do leiomiossarcoma uterino.

i Turnor limitado ao dtero

la Malor didmetro até Sem

ib Diametro superior a Sem

il Turnor com extensdo a pehe

ila Acometimento dos anexos

ith Acometimento do tecido pélvico extra-uterno
Al Turnor invade tecidos abdominais

fila Um sitio de acometimento

11153 Dals ou mals sitios

iHe Metastase aos linfonodos pélvicos efou retroperitoneals
¥

IVa Invasio de bexiga efou reto

iV Metastase & distancia

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

O tratamento primario do leiomiossarcoma do utero € cirurgico,
consistindo de laparotomia exploradora, histerectomia abdominal total,
cuidadosa avaliagao para disseminacao peritoneal e debulking tumoral se
houver disseminacdo  peritoneal extra-uterina.  Ooforectomia e
linfadenectomia permanecem controversas, ja que metastases para estes
orgaos sao eventos raros e a ressecc¢ao destas estruturas parece ndo mudar
o0 prognostico da paciente (REED et al. 2003; LEITAO et al. 2003;
SOLOMON et al. 2005; TROPE et al. 2012).

A influéncia do tratamento adjuvante na sobrevida € incerta. Para

HARDMAN et al. (2007), alguns pacientes com leiomiossarcoma uterino



metastatico podem responder a tratamento hormonal. REED et al. (2008)
concluiram em seus estudos que radioterapia pode ser util no controle da
recorréncia local, mas ndo mostra beneficio na sobrevida global.

A quimioterapia com doxorrubicina ou docetaxel/gemcitabina € usada
para doenca avancada ou recorrente, com taxas de resposta variando de
27% a 36% (HENSLEY et al. 2008; HENSLEY et al. 2009). No entanto, as
informacdes sobre o papel da quimioterapia sédo limitadas em sarcomas
uterinos. Extrapolagao da literatura de sarcomas de partes moles em geral
indica que a quimioterapia adjuvante com doxorrubicina e ifosfamida atrasa
a recorréncia local e a distdncia, embora ndo pareca melhorar a sobrevida
global (BLAY e LE 2009). HENSLEY (2011) cita em seu estudo que os
agentes ativos em leiomiossarcoma uterino metastatico incluem gencitabine
associado ao docetaxel, doxorrubicina e ifosfamida. Porém nenhuma terapia
adjuvante tem provado prolongar a sobrevida global, incluindo os casos dos
leiomiossarcomas restritos ao Utero (HENSLEY 2011; TROPE et al. 2012).

Nao esta claro atualmente se a quimioterapia realmente nao tem
beneficio ou se ha beneficio apenas para um subgrupo de pacientes (BLAY
e LE 2009).

Devido as incertezas das informacgdes disponiveis atualmente, ha a
necessidade de identificarmos subgrupos de pacientes que poderiam ser

beneficiados com sistemas da quimioterapia.



1.3 TOPOISOMERASE Il ALFA

O gene Topoisomerase Il alfa (TOP2A) localiza-se no cromossomo 17
(17921-g22) e codifica uma DNA-topoisomerase que € notavelmente supra-
regulada em células em proliferagcdo. Segundo o estudo de WANG (2002),
DNA-topoisomerases sao essenciais para as células porque controlam o
estado topolégico do DNA, o qual determina a fungao celular do material
genético, através da quebra reversivel das fitas do DNA. Topoisomerases do
tipo | quebram as cadeias de DNA transitoriamente uma por vez, enquanto
as enzimas do tipo Il relaxam DNA super-enrolado por meio de quebras
transitorias da dupla fita numa reagdao que é dependente de ATP (WANG
2002).

BERGER et al. (1996) mostram em seus estudo que Topoisomerases
do tipo Il sdo essenciais para a estrutura adequada e
condensacgao/descondensacédo de cromossomos, durante a segregacao dos
cromossomos € em muitos outros processos do metabolismo do DNA, como
reduzir o estresse da tor¢ao quando necessario.

DRAKE et al. (1989) revelaram que a atividade catalitica da
topoisomerase |l € mediada por duas isoenzimas diferentes, TOP2A e
TOP2B. Estas enzimas sao codificadas por diferentes genes em diferentes
cromossomos e diferem tanto na concentragcdo nuclear quanto na
concentracao relativa durante o ciclo celular. A expressao de Top2A, mas
nao a de Top2B, depende da fase da proliferacdo celular. Sua expressao
aumenta na fase S e durante G2/M e diminui apdés a mitose (DRAKE et al.

1989; SANDRI et al. 1996; CHRISTENSEN et al. 2002).



Além do mais, CARPENTER e PORTER (2004) reportaram que
células humanas onde a expressdo de Top2A foi silenciada falham em
completar a mitose porque a segregacao celular é deficiente.

ROMERO et al. (2012) especulam que uma especializagao funcional
destas isoenzimas podem ter evoluido em células de mamiferos, de modo
que as fungdes essenciais em proliferacao celular podem ser realizadas por
Top2A, enquanto Top2B nao pode desempenhar um papel predominante na
proliferacdo celular e pode estar principalmente envolvido na transcricido do
gene.

A expressdao aumentada de Top2A em linhagem celulares € deletéria
e leva a apoptose. Aparentemente, o acumulo de quebras de DNA, devido
ao aumento da atividade da enzima, desencadeia vias apoptdticas
(MCPHERSON e GOLDENBERG 1998). Em tumores humanos, expressao
aumentada de Top2A tem sido correlacionada com proliferagao celular, pior
prognéstico e agressividade (FELIX 1998; WONG et al. 2009; CUNHA et al.
2012).

Topoisomerase |l alfa pode auxiliar na classificacdo, determinacéo da
patogénese e a terapia alvo. KOSARI et al. (2008) descreveram Top2A
como um dos mais significativos marcadores para agressividade no cancer
de prostata.

Em tumores de partes moles, o aumento da expressdao do gene
TOP2A foi observado naqueles com potencial metastatico (CUNHA et al.

2010). Em sarcomas de partes moles, RUDOLPH et al. (1997) evidenciaram
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que forte expressao de Top2A na imunoistoquimica esta correlacionada com
caracteristicas tumorais de agressividade.

TOP2A é um alvo molecular direto da acdo do grupo de droga
antraciclinas (DRAKE et al. 1989; WANG 1996). Porém, antraciclinas podem
induzir toxicidade celular através de outros mecanismos como, por exemplo,
dano oxidativo nas células (MINOTTI et al. 2004).

Tem sido sugerido que a diminuicdo da expressdo esta
correlacionada a resisténcia a antraciclinas e sua
amplificacdo/hiperexpressdo esta associada a maior resposta a este
quimioterapico (WANG 1996; BERGER et al. 1996; ROMERO et al. 2012).

O gene TOP2A tem recebido muito enfoque, principalmente nos
estudos de cancer de mama. No passado, amplificagao/hiperexpressao de
HER2 tinha sido relatada como marcador preditivo de beneficio a tratamento
adjuvante com antraciclinas, porém estudos mais recentes mostram que
esta associacdo pode ser devido a frequente coamplificacdo do TOP2A e
HER2 (KNOOP et al. 2005; Scandinavian Breast Group Trial 9401 et al.
2006; ARRIOLA et al. 2007). Ha estudos sugerindo que amplificagdo de
TOP2A esta restrita a tumores com amplificacdo e/ou hiperexpressao de
HER2, mas esta questdo ainda permanece muito controversa (ARRIOLA et
al. 2007).

ORLANDO et al. (2008) observaram que pacientes com tumores de
mama hiperexpressores de HER2 e ndo responsivos a tratamento hormonal
apresentavam amplificacdo do TOP2A ou polissomia do cromossomo 17 e

correlacionava-se com probabilidade significativamente alta de resposta
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patologica completa apds tratamento neoadjuvante com quimioterapia
baseada em antraciclinas.

Em outro estudo, no qual se analisou pacientes com tumores de
mama tratados com quimioterapia baseada em antraciclina neoadjuvante, a
positividade do HER2 indicou taxas mais altas de recorréncia local e a
distancia. Ja nos pacientes com positividade imunoistoquimica do Top2A,
observou-se risco mais baixo de metastase e Obito. Neste estudo, a
amplificacdo do gene TOP2A nao teve valor significativo (SCHINDLBECK et
al. 2010).

Em relacdo ao leiomiossarcoma de utero, ndo ha nenhum estudo
conhecido associando-o a alteragdo do gene Topoisomerase |l alfa, apesar
de antraciclinas serem muito utilizados no tratamento destes tumores,
principalmente em casos metastaticos e recorrentes. Assim, temos por
objetivo fazer uma analise retrospectiva do padrao de amplificagdo do gene
TOP2A e da expressao de sua proteina em relacdo aos leiomiossarcomas

uterinos.
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OBJETIVOS

Avaliar a expressdo da proteina TOP2A utilizando técnica de
imunoistoquimica em uma série de pacientes portadora de

leiomiossarcoma de uterino;

Avaliar o numero de copias do gene TOP2A utilizando da técnica de

hibridizagao in situ fluorescente;

Comparar entre a expressao da proteina Top2A e o numero de cépias

do gene TOP2A;

Correlacionar os achados da expressao protéica do Top2A e o
numero de codpias do gene TOP2A com caracteristicas

clinicopatoldgicas;

Avaliar o papel da expresséao proteica e do numero de copias do gene
TOP2A como fator progndstico para sobrevida livre de doenga e

sobrevida global.
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3 METODOLOGIA

3.1 PACIENTES

As informagdes demograficas, do quadro clinico inicial, do tratamento
e do seguimento de todas as mulheres diagnosticadas com leiomiossarcoma
de utero entre 1982 e 2010 foram obtidas no Hospital A.C. Camargo, a partir
da analise retrospectiva dos prontuarios médicos.

Os critérios de inclusdo foram aquelas pacientes com
leiomiossarcoma uterino, que foram acompanhadas no Departamento de
Ginecologia Oncoldgica do Hospital A.C. Camargo e que possuiam material
anatomopatolégico para estudo de imunoistoquimica e FISH. Os critérios de
exclusdo foram aquelas pacientes que nao tinham informagao clinica e nem
material anatomopatoldgico disponivel.

Os casos foram resgatados do arquivo de Anatomia Patolégica do
Hospital A.C. Camargo, revistos por dois patologistas (Isabela Werneck da
Cunha e Roberto Falzoni) e reclassificados, quando necessario. Para cada
caso foi avaliado a presenga de necrose (presente ou ausente), celularidade
(baixa, moderada, alta), atipia nuclear (leve, moderada, intensa) e indice
mitético (em 10 campos de grande aumento). Os casos de sarcoma de utero
indiferenciados ou que geraram duvidas, foram submetidos a estudo

imunoistoquimico para esclarecimento do subtipo histolégico e confirmagao
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de leiomiossarcoma. Foi selecionado uma area representativa do tumor para

a montagem do TMA.

3.2 FICHA DE REGISTRO DE DADOS

Utilizado ficha de registro com itens para coleta de informacgdes
diversas, sobre o paciente, quadro clinico inicial, tratamento, seguimento e
resultado da avaliagdo anatomopatolégica. O modelo da ficha foi utilizado
para levantamento dos casos de Sarcomas uterinos do Departamento de

Ginecologia Oncologica do Hospital A.C. Camargo (Anexo 1).

3.3 CONSTRUCAO DO TISSUE MICROARRAY-TMA

O TMA é um bloco de parafina composto de multiplos espécimes que
podem ser simultaneamente investigados em diferentes técnicas in situ,
resultando em significativas redugao de tempo e custo, comparado com
estudos histopatolégicos convencionais. Foi escolhida duas areas de cada
tumor selecionado para confecgao do TMA.

O TMA foi construido utilizando-se o dispositivo técnico chamado de
“tissue microarrayer’ (Beecher Instruments, Silver Springs, EUA). A area
identificada no bloco de parafina do doador foi puncionada com agulha de
1mm e os cilindros obtidos transferidos para o bloco de parafina receptor.

Um mapa com identificagao detalhada de cada cilindro foi construido
em planilha de Excel®, permitindo a localizacdo exata de cada caso. Um

caso foi definido como adequado quando o corte resultante ocupava pelo
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menos 20% da area total do cilindro. Realizados cortes sequenciais de 4 pm

de espessura, que foram colhidos em laminas convencionais polarizadas.

3.4 ANALISE DA PROTEINA

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

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

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

Em seguida os cortes foram incubados com bloqueador de proteinas
(DAKO) por 5 minutos, a temperatura ambiente e em camara umida.

O excesso do bloqueador foi retirado com lavagem em PBS e os
cortes incubados com anticorpo primario TOP2A da marca DAKO®, numa
diluicdo de 1:400, por 60 minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram lavadas em tamp&o PBS (3 trocas de 5 minutos

cada) e, em seguida, incubadas com o anticorpo secundario e com o
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polimero HRP (Kit Advance-DAKO), durante 30 minutos cada reagente, em
camara umida, a temperatura ambiente.

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

Para classificacdo da expressao protéica de Top2A, foram analisados
por um patologista, em microscopio comum, dois niveis de TMA. Como a
positividade observada era nuclear, levamos em consideracdo apenas o
numero de células positivas, que foi dividido em 0 (negativa), 1 (fraca: 1 a
25% de células positivas), 2 (moderada: 26 a 50% de células positivas) e 3

(forte: >50% de células positivas).

0 — negativo

1: 1 a 25% de células positivas: fraco

2: 26 a 50% de células positivas: moderado
3: >50% de células positivas: forte

Foi entdo obtida uma média de expressdo dos 2 niveis do TMA,
sendo classificado como alta expressdo quando a média encontrada foi

maior ou igual a 2,0 e baixa expressdo quando menor que 2,0.
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3.5 ANALISE DO NUMERO DE COPIAS DO GENE

Foram utilizadas as sondas triplas TOP2A, HER-2/neu e regido
centromérica do cromossomo 17 (Kreatech Diagnostics, Amsterdam, NL)
para os ensaios de FISH. Apds a desparafinizagdo em trés lavagens com
xilol 100% de 10 minutos cada, a lamina foi reidratada por meio de trés
lavagens com etanol 100% de 5 minutos cada. Em seguida, as laminas
foram tratadas com 0,2 mmol/L de HCI por 20 minutos, a temperatura
ambiente. As laminas foram, entdo, incubadas em solugcao citrato pH 6,0
tampéao por 60 minutos a 82°C em banho-maria. Na sequéncia, as laminas
foram incubadas com pepsina (ready-to-use/DAKO) por 8 minutos para a
digestdo protéica. Finalmente, as laminas foram lavadas em solugéo
estringente (2X SSC — DAKO) seguida de desidratagdo em etanol 70%, 85%
e 100%. Foi aplicado 10 ul de sonda cobertas com laminas seladas com
coverslip sealant (DAKO) e incubadas em hibridizados para desnaturagéao a
90°C por 10 minutos, e hibridagdo a 37°C por 20 horas. Apo6s hibridagao, a
lamina foi retirada e incubada em solugcédo de 1,5M UREA/0,1xSSC em
banho maria a 45°C. Na sequéncia, lavada em solugcdo 2X SSC por 2
minutos a temperatura ambiente, desidratada em alcool 70%, 85% e 100%,
secagem ao ar e aplicado 15ul de DAPI counterstaim (DAKO) e montagem
com laminula. As laminas foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia.

As laminas foram analisadas utilizando-se o microscopio de

fluorescéncia (BX61, Olympus, Center Valley, PA, USA), e as imagens



18

capturadas usando o programa Image Pro Plus®. Para cada caso, foram
contadas 20 células e os resultados foram informados de acordo com o
numero de sinais obtidos tanto para a sonda centromérica quanto para o
gene TOP2A. Um caso foi considerado normal, quando houve 2 sinais para
a sonda centromérica e 2 sinais para TOP2A, amplificado ou ganho
genbmico quando houve mais de 4 sinais de TOP2A e 2 sinais de sonda
centromérica, trissomia quando houve 3 sinais tanto para sonda
centromérica quanto para sonda de TOP2A e polissomia quando houve mais
de 4 sinais tanto para as sondas centroméricas quando para a sonda de
TOP2A.

Em relacdo ao numero de copias do gene TOP2A analisado pela
técnica de hibridizagcdo in situ fluorescente, agrupamos as variaveis
Amplificado, Ganho Gendmico e Polissomia numa mesma categoria:

Alterado.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados dos prontuarios foram transcritos para ficha
padronizada e digitados em computador para gerenciamento do banco de
dados e analise estatistica. A confec¢cao do banco de dados e as analises
foram feitas no programa estatistico “Statistical Package for Social Sciences”
versao 16.0 for Mac (SPSS, Inc., Chicago, IL).

Inicialmente foram calculadas frequéncias simples de todas as

variaveis. As associagbes entre as variaveis categoricas foram analisadas
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pelo teste qui-quadrado bi-caudal ou pelo teste exato de Fisher quando pelo
menos uma frequéncia esperada foi menor do que 5.

Definimos como doenga restrita ao utero os tumores com
estadiamento | e como doencga extra-uterina os tumores estadiamento Il, Il e
V.

Utilizou-se o método de Kaplan-Meier para os calculos de
probabilidade de sobrevida global e livre de doenga aos 3 anos. A data da
cirurgia foi considerada como o momento inicial do seguimento. Para o
calculo do intervalo livre de doenga considerou-se como momento final a
data da recorréncia. Foram excluidas desta analise as mulheres com
intervalo livre de doenca menor do que 4 meses, por considerar que esta
situacao corresponde, na maioria das vezes, a persisténcia de doencga e nao
a recorréncia. Também foram excluidas aquelas nos estadios IV. Para o
célculo da sobrevida global considerou-se como momento final a data do
obito. Classificou-se como censura 0 caso em que nao se registrou 6bito ou
recorréncia e, nesta situacdo, o momento final da analise correspondeu a
data da ultima informacéo clinica (KAPLAN e MEIER 1958).

Em ambas analises de sobrevida (global e livre de doenga) foram
excluidas as pacientes admitidas ap6s 2009. Tal medida visou garantir que
todas as mulheres tivessem, em teoria, a mesma possibilidade de tempo de
seguimento e nao inferior a 3 anos. Utilizou-se o teste de log-rank para se
comparar as curvas de sobrevida entre os grupos.

Coletaram-se as informagdes acerca da expressao do Top2A e

numero cépias do gene TOP2A originalmente como varidveis numéricas.
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Estas foram convertidas em variaveis dicotdmicas para que fosse possivel a
analise de sobrevida. A expressao imunoistoquimica de Top2A e o0 numero
de coépias do gene TOP2A foram avaliados em modelo multivariado nao
exploratdério. Para tanto, utilizou-se o modelo de riscos proporcionais de
COX (1972). Foram adotadas como variaveis de ajuste compulsorio:
estadiamento (estadio | e Il versus Ill e 1V) e periodo do tratamento (1980-
1995 e 1996-2009). A expressao imunoistoquimica de Top2A (baixa
expressao ou alta expressao) e o numero de copias do gene TOP2A (normal
ou alterado) foram inseridas no modelo multivariado como variaveis
categoricas. Em todos os testes estatisticos o nivel de significancia foi igual

a 5%.

3.7 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nao foi necessario o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
especifico para o estudo, ja que se realizou o estudo a partir de casos
selecionados dos arquivos de anatomia patolégica, ndo envolvendo
experimentagdo ou entrevista com as pacientes. Garantiu-se o sigilo de
todas as pacientes, ndo sendo divulgado publicamente o nome ou qualquer
outra informagdo que pudesse identificar individualmente as mulheres
envolvidas neste estudo. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa em julho de 2011. Anexo 2.
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3.8 DESCRICAO DA CASUISTICA

Foram identificados 188 casos de pacientes com sarcoma uterino
tratadas no Hospital A.C. Camargo no periodo de 1982 a 2010. Destes, 104
eram leiomiossarcomas uterinos. Apenas 76 pacientes com
leiomiossarcoma uterino tratadas no Hospital A.C. Camargo tinham analise
anatomopatoldgica realizada em nosso servigo. Dentre as 76 pacientes
selecionadas para o estudo, excluiram-se inicialmente 33 devido a nao
localizagdo do material anatomopatolégico. Das 43 pacientes resultantes,
outros 6 casos foram excluidos porque na revisdo anatomopatologica e
imunoistoquimica foram reclassificados como leiomioma com atipia ou
STUMP. Assim, 37 pacientes com leiomiossarcoma tiveram seus casos

incluidos neste estudo (Figura 1).
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84 casos excluidos
por nao serem

AT

| 28 casos excluidos .
devido nao ter

| 33 casos excluidos
por néc terem seu material

I 6 casos foram reclassificados
como leiomiomas com atipias

I T casos excluidos da
analise de FISH por

Figura 1 - Fluxograma demonstrando a descrigdo da casuistica (AP
anatomopatolégico, HACC Hospital A.C. Camargo)
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E CIRURGICOS

A idade mediana das pacientes na amostra estudada foi de 50,2
anos, variando de 27 a 84 anos. O maior didametro do tumor tinha a mediana
de 8 cm, sendo o menor de 1 cm e o maior de 60 cm. Nao houve nenhuma
paciente que recebeu radioterapia pélvica previamente. As 37 pacientes
tinham apenas um unico tumor maligno no utero.

O dignodstico de leiomiosarcoma restrito ao utero foi em todos os
casos feito apds cirurgia primaria para tratamento de suposto leiomioma. As
cirurgias primarias foram histerectomia e miomectomia na maioria das
pacientes.

As caracteristicas demograficas, clinicas e dos achados intra-
operatdrios das pacientes com leiomiossarcoma estao descritas na Tabela 1.

A relacéo de estadiamento de pacientes com leiomiossarcoma uterino

conforme o periodo do tratamento até 2009 esta exposto na Tabela 2.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e de achados intra-operatérios das
pacientes com leiomiossarcoma de utero (Hospital A.C. Camargo, 1982 —
2010).

Variaveis Categorias N (%)

Nzo 17 (45,9)

Menopausa
Sim 20 (54,1)

Assintomatico 4(10,8)
Dor pélvica 10 (27,0)
Sintomas iniciais Sangramento vaginal 15 (40,5)
Corrimento vaginal 1(2,7)
Massa pélvica 4(10,8)
Ignorado 3(8,1)

Nao 19 (51,4)
Sim 4(10,8)
Ignorado 14 (37,8)

Linfonodomegalia no

intraoperatorio

18 (48,6)
I 6 (16,2)
i 4(10,8)
WY 9 (24,3)

Estadiamento FIGO

|

Radioterapia externa* (cGy) ~ Nao 29 (82,9)
Sim 6 (17,1)

* 02 casos nédo havia informagao sobre tratamento adjuvante.
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Tabela 2 - Analise da relagcdo do estadiamento de pacientes com
leiomiossarcoma uterino conforme periodo do tratamento até 2009 (Hospital
A.C. Camargo, 1982 — 2009).

Periodo do tratamento (%)

Estadio

1982 — 1995 1986 — 2009 Total
I 7 (53,8) 6 (46,2) 13
e lll 1(14,3) 6(85,7) 7
vV 4 (57,1) 3 (42,9) 7

4.2 DADOS ANATOMOPATOLOGICOS

As caracteristicas anatomopatologicas das pacientes estudadas estao
relacionadas na Tabela 3. Exemplo de atipia citologica em leiomiossarcoma

uterino esta representado na Figura 2.

Tabela 3 - Caracteristicas anatomopatolégicas do tumor das pacientes com
leiomiossarcoma (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2010) (M/10CGA: mitose
por 10 campos de grande aumento).

Variaveis Categorias N (%)
Mitose (M/10CGA) =2 13(35.1)
>20 24 (64,9)
Atipia Leve/moderada 18 (48,6)
Intensa 19 (51,4)
Necrose Presente 34 (91,8)
Ausente 3(8,1)

Baixa/moderada 12 (32,4)
Alta 25 (67,6)

Celularidade
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is ,
Figura 2 - Fotomicrografias mostrando leiomiossarcoma uterinos (HE)

apresentando em A atipia leve, em B atipia moderada e em C atipia severa.

4.3 DADOS DE SEGUIMENTO

Das 37 pacientes do estudo, 32,4% n&o apresentaram recidiva ,
43,2% apresentaram recidiva e 24% apresentaram persisténcia da doenca
por ser estadio clinico IV. Das pacientes que apresentaram recidiva, 42,1%
foi local, 47,4% a distancia e 10,5% apresentaram tanto recidiva local quanto
a distancia. O tempo médio para recidiva foi de 16 meses e a mediana, de
12 meses, variando de 4,6 a 69 meses. A situagao final dos pacientes esta

resumida na Tabela 4.

Tabela 4 - Situacao final das 37 pacientes com leiomiossarcoma (Hospital
A.C. Camargo, 1982 — 2010).

Variaveis Categorias N (%)
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4.4 ANALISE DA RELACAO ENTRE ESTADIO E TRATAMENTO

QUIMIOTERAPICO E RADIOTERAPICO

Daquelas pacientes com leiomiossarcoma estadio |, 25,0% realizaram
quimioterapia e 18,7% radioterapia adjuvante. Quando a neoplasia era
estadio Il, lll ou IV, 63,1% realizaram quimioterapia e 15,7% realizaram
radioterapia.

A relagao entre pacientes que realizaram quimioterapia e radioterapia

conforme o estadio clinico estd mostrada nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Relacdo entre estadiamento e quimioterapia (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2010).

Quimioterapia* (%)

Estadio FIGO Total
Nao QT sem QT com
antraciclinas antraciclinas
| 12 (75,0) 4 (25,0) 0 (0) 16
Il 3(50,0) 1(16,7) 2(33,3) 6
] 2 (50,0) 2 (50,0) 0
v 2(22,2) 3(33,3) 4 (44,4)

* 02 pacientes ndo apresentavam dados sobre tratamento quimioterapico.

Tabela 6 - Relagdo entre estadiamento e radioterapia (Hospital A.C.
Camargo, 1982 — 2010).

Radioterapia* (%)

Estadio FIGO Total
N&o Sim

| 13 (81,3) 3(18,8) 16

Il 4 (66,7) 2(33,3)

Il 3 (75,0) 1(25,0) 4

v 9 (100,0) 0(0) 9

* 02 pacientes ndo apresentavam dados sobre tratamento radioterapico
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45 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA TOP2A

A partir desta classificagao, fizemos a média de 2 niveis de TMA, cuja

distribuicdo esta mostrada nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 — Fotomicrografia ilustrando a expresséo protéica do Top2A em

leiomiossarcomas uterinos. Em A, expresséo fraca (1 a 25% das células positivas).

Em B, expressdo moderada (26 a 50% das células positivas). Em C, expressao forte (mais

de 50% das células positivas).
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Figura 4 - Histograma com a distribuicdo das médias do numero de células

que expressavam a proteina Top2A em 2 niveis de TMA.

Na amostra, 43,2% apresentavam baixa expressao, enquanto 56,8%,
apresentavam alta expressao da proteina Top2A.

Das pacientes com leiomiossarcoma estadio I, 61,1% apresentavam
baixa expressao da proteina Top2A. Aquelas com neoplasia com estadio I,
Il e IV apresentavam alta expressao da proteina em 73,7%, com diferenca
estatisticamente significativa (p=0,033).

Sessenta e nove porcento das pacientes com leiomiossarcoma que
tinham indice mitético menor ou igual a 20 por 10 CGA apresentavam baixa
expressao da proteina Top2A e 70,8% dos pacientes com indice mitético
maior do que 20 possuiam alta expressao de Top2A, sendo esta diferenca

estatisticamente significativa (p= 0,036).



30

Nao houve diferenga estatisticamente significativa quando analisadas

as expressdes de proteinas Top2A com idade, maior didmetro do tumor,

com presencga de atipia celular e com celularidade (Tabela 7).

Tabela 7 - Expressdo da proteina Top2A com varidveis demograficas,
clinicas e anatomopatolégicas e idade (Hospital A.C. Camargo, 1982 —

2010).
Variaveis Categorias Expressao de Top2A (%) Valor de p
Baixa Alta

| 11 (61,1) 7 (38,9)

Estadio 0,03
I, e IV 5 (26,3) 14 (73,7)
) <=20 9 (69,2) 4 (30,8)

Indice mitético 0,03
(M/10CGA) > 20 7 (29,2) 17 (70,8)
<=50 7 (38,9) 11 (61,1)

Idade (anos) 0,29
>50 10 (52,6) 9 (47,4)
<=8 7 (53,8) 6 (46,2)

Maior didmetro da 0,84
neoplasia* (cm) >8 6 (50,0) 6 (50,0)
Baixa/moderada 7 (58,3) 5(41,7)

Celularidade 0,19
Alta 9 (36,0) 16 (64,0)
Leve/moderada 9 (50,0) 9 (50,0)

Atipia celular 0,41
Intensa 7 (36,8) 12 (63,2)
Ausente 1(33,3) 2 (66,7)

Necrose 1,0
Presente 15 (44,1) 19 (55,9)

* 12 pacientes ndo apresentavam dados sobre tamanho da neoplasia.
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4.6 AVALIACAO DO NUMERO DE COPIAS DO GENE TOP2A

Dos 37 casos presente no TMA, a avaliacdo do numero de cépias do
gene TOP2A foi possivel em 30 casos. Destes, 19 (63,3%) apresentam
numero de copias normal do gene TOP2A, enquanto 11 (36,7%)
apresentaram numero de cépias alterado, sendo 8 ( 72,7%) amplificado ou

ganho, 2 (18,1%) polissomia e 1(9,1%) trissomia. Figura 5.

Figura 5 - Fotomicrografias mostrando reagbes de Hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) onde estdo marcados em verde o gene TOP2A, em

vermelho o gene HER2 e em azul o centrbmero do cromossomo 17. Em A,

caso de leiomiossarcoma sem amplificacdo de TOP2A; em B, caso de leiomiossarcoma
com amplificacdo de TOP2A e em C, caso de leiomiossarcoma com polissomia do

cromossomo 17.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa quando comparado
0 numero de coépias do gene TOP2A com as variaveis analisadas neste
estudo. O numero de cépias do gene TOP2A nado mostrou associagao
estatisticamente significativa com estadiamento clinico, tamanho do tumor,
indice mitético, celularidade, atipia celular e necrose, como demonstrado na

Tabela 8.
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Tabela 8 - Numero de copias do gene TOP2A com variaveis demograficas,
clinicas e anatomopatolégicas e idade (Hospital A.C. Camargo, 1982 —
2010).

NUmero de copias

Variaveis Categorias valor de p
Normal Alterado
<=50 8 (50,0) 8 (50,0)

Idade (anos) 0,10
>50 11 (78,6) 3(21,4)
Maior didmetro da <=8 7 (70,0) 3 (30,0)

1,0
neoplasia (cm) >8 7 (63,6) 4 (36,4)
I 10 (66,7) 5(33,3)

Estadiamento FIGO 0,70
I, e lV 9 (60,0) 6 (40,0)

indice mitético <=20 6 (60,0) 4 (40,0) 1,0
>20 13 (65,0) 7 (35,0)
Baixa/moderada 6 (50,0) 6 (50,0)

Celularidade 0,26
Alta 13 (72,2) 5 (27,8)
Leve/moderada 11 (78,6) 3(21,4)

Atipia celular 0,10
Intensa 8 (50,0) 8 (50,0)

Necrose Ausente 1(33,3) 2 (66,7) 0,53
Presente 18 (66,7) 9 (33,3)

4.7 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA TOP2A EM

RELACAO AO NUMERO DE COPIAS DO GENE

Nao foi observada associagao estatisticamente significativa entre o
numero de cépias do gene TOP2A e a expressao imunoistoquimica como

mostrado na Tabela 9 e na Tabela 10.
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Tabela 9 - Expressao da proteina Top2A de acordo com o numero de cépias
do gene TOP2A, variaveis nominais (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2010).

Expressao da proteina Top2A (%)

Variaveis

baixa Alta
FISH normal 9 (47,4) 10 (52,6)
FISH amplificado/ganho gendmico 3 (37,5) 5 (62,5)
FISH polissomia 0 (0) 2 (100)
FISH trissomia 0 (0) 1(100)

Tabela 10 - Expressao da proteina Top2A de acordo com o numero de
copias do gene TOP2A, variavel dicotomizada, (Hospital A.C. Camargo,
1982 — 2010).

o Expressédo da proteina Top2A (%) Valor de p
Variaveis
baixa Alta
FISH normal 9 (47,4) 10 (52,6)
FISH alterado 3(27,3) 8(72,7) 0,44

4.8 ANALISE DA SOBREVIDA GLOBAL

O seguimento mediano das pacientes foi de 21 meses, variando de 1
a 238 meses.

Para analise de sobrevida global consideramos aqueles pacientes
tratados no Hospital A.C. Camargo no periodo de 1982 a 2009, totalizando
27 pacientes.

A taxa de sobrevida global em 2 e 5 anos para pacientes portadoras
de leiomiossarcoma uterino foi de 47,6% e 23%, respectivamente. A

sobrevida mediana destas pacientes foi de 21,6 meses. Figura 6.
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Figura 6 - Grafico de sobrevida global (Hospital A.C. Camargo, 1982 —
2009).

Dentre as variaveis anatomoclinicas estudadas, apenas 2 tiveram
impacto negativo em sobrevida global em analise univariada: estadio e
tamanho da neoplasia.

As pacientes com leiomiossarcoma estadio | tiveram sobrevida
mediana (SM) de 31,4 meses e em 2 anos (SG-2anos) de 76,9%. Quando
agrupados os estadios Il e lll, foi encontrada SM de 21,0 meses. As
pacientes com estadio IV apresentavam SM de 11,8 meses. Houve
diferenca significativa em sobrevida entre as pacientes com estadio | quando
comparadas aos estadios Il e lll agrupados (p=0,04), assim como entre os
estadios | e IV (p=0,002). Nao houve diferenga estatisticamente significativa
entre os estadio Il e lll agrupados em relag&o ao estadio IV (p=0,44). Figura

7.
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Figura 7 - Sobrevida global de acordo com estadiamento da neoplasia
(Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

Quando agrupados os estadios IlI, 1ll e IV (doenca extra-uterina +
metastase visceral), a sobrevida mediana foi de 15,9 meses e sobrevida
global de 2 anos foi de 21,4%, com diferenca estatisticamente significativa

em relagao ao estadio | (p= 0,04). Figura 8.
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Figura 8 - Grafico de sobrevida global entre pacientes com leiomiossarcoma
estadio | e estadio Il, lll e IV, p=0,04 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

As taxas de sobrevida de acordo com o estadio da neoplasia estdo

apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Taxa de sobrevida mediana e global de acordo com estadio do
leiomiossarcoma, (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

Variaveis Sobrevida global em 2 Sobrevida mediana Valor de p
Estadio | 76,9 167,4
Estadio Il, lll e IV 17,2 15,8 0,04

Aquelas pacientes que tinham leiomiossarcoma uterino com mais de
8,0cm em seu maior didmetro tinham sobrevida mediana de 17,96 meses.
Pacientes cujo tumor era de até 8,0cm tinham sobrevida mediana de 31,41

meses, com valos de p estatisticamente significativo (p=0,015). Figura 9.
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Figura 9 - Sobrevida global de acordo com o maior didmetro da neoplasia,
p=0,015 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

Nao houve diferenga na sobrevida global e mediana de acordo com
indice mitético, atipia celular, celularidade e idade. Nao houve diferenca
significativa na sobrevida global para aquelas pacientes que realizaram
tratamento com quimio ou radioterapia, mesmo entre aquelas que ja tinham
metastases ao diagnostico inicial.

Em relagao a expressao da proteina Top2A, a diferenca na sobrevida
global nao foi estatisticamente significativa entre aqueles que apresentavam

baixa e alta expressao (p=0,67). Figura 10.



38

— Dbaixa expresséo de Top2A

— alta expresséo de Top2A
0.8

0,67

0,44

SOBREVIDA GLOBAL

SEGUIMENTO (meses)

Figura 10 - Sobrevida global em relacdo a baixa e alta expressédo da
proteina Top2A, p=0,67 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

Em relagdo ao numero de copias do gene TOP2A, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na sobrevida mediana entre normal e

alterado, p=0,34. Figura 11.



39

1,07 — numero de copias do gene normal
— numero de copias do gene alterado

0,54

0,5

0,4 —|

0,2

0,01

! T T | T
00 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0

SEGUIMENTO (meses)

Figura 11 - Sobrevida global conforme o numero de copias do gene TOP2A,
p=0,34 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

A relacdo da sobrevida mediana em relagcdo a variaveis

clinicopatologicas esta resumida na Tabela 12.
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Tabela 12 - Anadlise da sobrevida mediana em relagdo a variaveis
clinicopatoldgicas (SM: Sobrevida mediana) (Hospital A.C. Camargo, 1982 —
2009).

Variavel Categoria SM (meses) p

_ L <=20 21,6
Indice mitético(M/10CGA) 0,78

>20 24,0

Baixa/moderada 30,8

Celularidade 0,54
Alta 20,82

Normal 21,6
Alterado 20,8

Numero de cépia do gene TOP2A 0,34

<=50 21,0
Idade (anos) 0,87

>50 23,22

Radioterapia Sem RT 21,6 0,46

Com RT 24,0

Local da cirurgia HACC* 20,8 0,56
outro 25,6

* HACC= Hospital A.C. Camargo
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4.9 ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

Foram excluidas nesta avaliacdo as pacientes com leiomiossarcoma
com metastase visceral inicial, totalizando 18 tratados no periodo de 1982 a
2009. A taxa de sobrevida livre de doenca em 2 e 5 anos foi de 32,4 e
17,3%, respectivamente. A sobrevida livre de doenca mediana foi de 14,27

meses. Figura 12.

1,0
087 L

0.6

o L

SOBREVIDA LIVRE DE DOENGA

0.0

I I T I
50,0 100,0 150,0 2000

SEGUIMENTO (meses)

Figura 12 - Sobrevida livre de doenga (Hospital A.C. Camargo, 1982 - 2009).

Um dos fatores relacionado com a sobrevida livre de doenga mediana
foi o estadio do tumor. As pacientes com leiomiossarcoma estadio | tiveram
sobrevida livre de doenca mediana de 21,4 meses e sobrevida livre de

doenga em 2 anos de 48,6%. No caso dos estadios Il e Il a sobrevida livre
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de doenca mediana foi de 11 meses e nenhuma paciente apresentou-se

livre de doenga em 2 anos (p= 0,009). Figura 13.
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Figura 13 - Sobrevida livre de doenga em relagdo ao estadiamento da
neoplasia, p= 0,009 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

Em relacdo ao periodo em que a paciente realizou o tratamento de
leiomiossarcoma uterino, aquelas tratadas no periodo entre 1982 a 1995
tiveram sobrevida livre de doenca em 2 anos de 60% e mediana de 31,4
meses. Aquelas tratadas no periodo de 1996 a 2009 tiveram sobrevida livre
de doenca em 2 anos de 10% com mediana de 12,6 meses, sendo essa

diferenca estatisticamente significativa (p=0,007). Figura 14.
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Figura 14 - Sobrevida livre de doenca confome periodo de tratamento da
neoplasia, p=0,007 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009)

Nao houve diferenga significativa na sobrevida livre de doenga para
aquelas pacientes que realizaram tratamento com quimioterapia ou

radioterapia adjuvantes. Figuras 15 e 16
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Figura 15 - Sobrevida livre de doenca confome realizacdo da quimioterapia
adjuvante, p=0,42 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).
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Figura 16 - Sobrevida livre de doenca quanto a realizacdo da radioterapia
adjuvante, p=0,46 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).
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Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significativa em relagao

a sobrevida livre de doenga para a expressido da proteina Top2A e para o

numero de cépias do gene TOP2A Figuras 17 e 18.
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Figura 17 - Sobrevida livre de doenga quanto a expressao da proteina
Top2A, p=0,84 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).
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Figura 18 - Sobrevida livre de doenca em relacdo ao numero de copias do

gene TOP2A, p=0,92 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).
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Em relacdo ao local da cirurgia, pacientes que se submeteram a
cirurgia no Hospital A.C. Camargo tiveram sobrevida livre de doenga em 2
anos de 57,1%, com mediana de 19,9 meses. Aquelas que realizaram
cirurgia em outro servigo, tiveram sobrevida livre de doenga em 2 anos de
9,1%, com mediana de 12,9 meses, sendo esta diferenga estatisticamente

significativa (p=0,04). Figura 19.
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Figura 19 - Sobrevida livre de doenca de acordo com local da cirurgia,
p=0,04 (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

Nao houve diferengca nas taxas de sobrevida livre de doenca em
relagao a idade, tamanho do maior didmetro do tumor, indice mitético, atipia
celular e celularidade.

A correlacdo entre sobrevida livre de doenca e as caracteristicas

demograficas, clinicas e anatomopatoldgicas esta exposta na Tabela 13.
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Tabela 13 - Anadlise da sobrevida livre de doengca mediana em relagcéo a
variaveis demograficas, clinicas e anatomopatolégicas (SLM: Sobrevida livre
de doenga mediana) (Hospital A.C. Camargo, 1982 — 2009).

Variavel Categoria SLD 2anos SLM p

<=20 40,0 6,0

indice mitotico (M/10CGA) 520 08 8 129 0,95

Baixa/moderada 40,0 11,0

Celularidade 0,59
Alta 28,8 12,9

Normal 18,0 12,6
Numero de copias do gene 0,92
TOP2A Alterado 25,0 12,9

Idade (anos) 250 29 6 110

N&o 34,3 12,9

Quimioterapia 0,42
Sim 0 11,3

Periodo do tratamento 1982 a 1995 60,0 31,4 0,007

1996 a 2009 10,0 12,6
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4.10 ANALISE MULTIVARIADA

Na analise multivariada, tanto a expresséo da proteina Top2A, quanto
0 numero de copias do gene TOP2A ndo mostraram-se como fator
progndstico, ja que ambos nao tiveram influéncia no risco de obito ou

recidiva (Tabelas 14 e 15).

Tabela 14 - Modelo multivariado de avaliagdo da expressao
imunoistoquimica de Top2A como possivel fator de risco para o6bito e
recidiva nos leiomiossarcomas uterinos (Hospital A.C. Camargo, 1982-
2009).

— =% b
Variavel Categoria Obito Recidiva
n HR IC 95% p n RR IC 95% p
Express&o Alta 14 1,00 Referéncia 8 1,03 0,31-3,33 0,95
Top2A Baixa 13 2,20 0,85-566 0,10 10 1,00 Referéncia
Estadio | 13 1,00 Referéncia 12 1,00 Referéncia
IN,1MelVv 14 582 1,74-19,44 0,004 6° 2,48 0,58-10,59 0,22
Periodo 1982- 12 1,00 Referéncia 8 1,00 Referéncia
tratamento 1996- 15 1,19 0,41-3,45 0,74 10 3,96 0,86-18,09 0,07

@ Numero de obitos considerados na analise: 22; ® Numero de recidivas consideradas na
analise: 14; ° Excluido estadio IV (HR: Hazard ratio; IC 95%: Intervalo de confianca 95%).

Tabela 15 - Modelo multivariado de avaliagdo do numero de cépias do gene
TOP2A como possivel fator de risco para obito e recidiva nos
leiomiossarcomas uterinos (Hospital A.C. Camargo, 1982-2009).

2 a b
Variavel Categoria Obito Recidiva
n HR IC 95% p n RR IC 95% p
Numero Normal 14 1,00 Referéncia 11 1,00 Referéncia
gﬁ ggﬁf Alterado 6 1,33 0,42-422 0,62 4 1,05 0,07-1528 0,96
Estadio | 13 1,00 Referéncia 12 1,00 Referéncia
i, 1Mmelv 14 2,02 0,60-6,83 0,25 6° 2,56 0,19-33,40 0,47
Periodo 1982-1995 12 1,00 Referéncia 8 1,00 Referéncia

tratamento 1996-2009 15 2,06 0,33-12,77 0,43 10 2,09 0,14-30,51 0,58

@ Numero de obitos considerados na analise: 17; ® Numero de recidivas consideradas na
analise: 14; ° Excluido estadio IV (HR: Hazard ratio; IC 95%: Intervalo de confianga 95%).
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5 DISCUSSAO

Este estudo foi retrospectivo, uni institucional, tendo analisado todos
casos de leiomiossarcoma uterino que continham  material
anatomopatoldgico da instituicdo no periodo de 1982 até 2012.

Ressaltamos como dificuldade do estudo a casuistica. Apesar de
termos grande numero de pacientes tratados de leiomiossarcoma de utero
em nosso servico, neste estudo tivemos significativa redugcao da amostra
devido a nao localizagdo de material anatomopatoldégico para analises.
Mesmo estando em uma instituicdo altamente especializada em oncologia e
de cunho de pesquisa, para o0 estudo de tumores raros como O
leiomiossarcoma  uterino, recomenda-se a pesquisa em nivel
multiinstitucional.

Nessa série, verificou-se que leiomiossarcomas sado diagnosticados
em pacientes com idade média de 52,9 anos e mediana de 50,2 anos. Em
outros estudos, idade similar tem sido achado, variando de 47,5 a 52 anos
(GIUNTOLI et al. 2003; PARK et al. 2008; KOIVISTO-KORANDER et al.
2008; BENITO et al. 2009; DURNALI et al. 2012).

A cirurgia tem sido o método de tratamento primario, com
histerectomia total abdominal (HTA) e salpingo-ooforectomia bilateral (SOB)
sendo o procedimento padrao, apesar de que SOB pode nao ser necessario
em pacientes na menacme, a menos que 0s ovarios estejam

comprometidos. Ainda permanece controversa a relacdo da SOB e a
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sobrevida em pacientes com leiomiossarcoma, com varios estudos
mostrando nenhuma melhora da sobrevida (GIUNTOLI et al. 2003;
D'ANGELO e PRAT 2010).

A incidéncia de comprometimento linfatico nas pacientes com
leiomiossarcoma é raro, portanto a linfadenectomia n&o é recomendada. Em
nosso estudo, como alguns outros na literatura, pequena parcela das
pacientes foi submetida a este procedimento e em nenhumas delas havia
metastase linfonodal (BOOKS et al. 2004; PARK et al. 2008; BENITO et al.
2009; DURNALI et al. 2012). No estudo de KOIVISTO-KORANDER et al.
(2008), 38% realizaram linfadenectomia e/ou bidpsia linfonodal e em
nenhum havia comprometimento linfonodal. No estudo de KOKAWA et al.
(2006), linfadenectomia foi realizada em 42% das pacientes, mas a analise
de sobrevida ndo mostrou significancia estatistica. Nesses estudos, nao foi
evidenciado qualquer efeito significativo da linfadenectomia nas taxas de
sobrevida (KOKAWA et al. 2006; PARK et al. 2008; KOIVISTO-KORANDER
et al. 2008; BENITO et al. 2009; DURNALI et al. 2012).

Em relagdo a quimioterapia adjuvante, ha poucos e conflitantes
estudos disponiveis na literatura e a maioria deles trata-se de sarcomas de
utero de forma generalizada. SLEIJFER et al. (2007) concluiram em seu
estudo que ndo ha Ilugar para terapia sistémica adjuvante em
leiomiossarcomas uterinos.

PARK et al. (2008) apresentam em seus estudos resultados que nao
mostram diferenga significativa na sobrevida global e livre de doenga entre

pacientes com sarcoma de utero que receberam ou nao tratamento
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adjuvante, assim como também, quando comparado entre diferentes
modalidades de tratamento e diferentes esquemas de quimioterapia.

No estudo de KOIVISTO-KORANDER et al. (2008), ndo houve
melhora da sobrevida doenca especifica nas pacientes com sarcoma uterino
tratadas com quimioterapia adjuvante.

No estudo de DURNALI et al. (2012), houve uma melhora na
sobrevida global de pacientes com leiomiossarcoma que se submeteram a
tratamento adjuvante com quimioterapia e radioterapia sequencial.

PAUTIER et al. (2004) compararam em seus estudos retrospectivos,
caso-controle, pacientes com leiomiossarcoma que tinham sido tratadas com
doxorrubicina, cisplatina e radiagdo pélvica adjuvante com aquelas que
receberam apenas radioterapia adjuvante. Concluiu que o grupo radio-
quimioterapia tinha taxa de recorréncia menor comparada aquelas com
radioterapia apenas.

Na analise retrospectiva de GIUNTOLI et al. (2003), pacientes que se
submeteram a quimioterapia adjuvante tiveram sobrevida doenga especifica
significamente pior do que aquelas que nao receberam quimioterapia.

Para doenca metastatica, terapia sistémica paliativa esta indicada.
Doxorrubicina tem sido um tratamento de primeira linha padrdo para
sarcoma do tecido mole avangado. OMURA et al. (1983) mostraram em
seus estudo que pacientes com leiomiossarcoma uterino apresentavam taxa
de resposta de 25% com uso de doxorrubicina (58). SUTTON et al. (1996)
mostraram que a combinacdo de doxorrubicina com ifosfamida alcangava

resposta objetiva em 30% das mulheres com sarcoma uterino. PARK et al.
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(2008) mostraram que, para especificamente aquelas pacientes com
leiomiossarcoma uterino avangado ao diagndéstico, quimioterapia aumentou
a sobrevida global das pacientes.

Tratamento biomolecular e agentes alvos para leiomiossarcoma
uterino estdo sob investigagdo, porém ainda nenhum mostrou taxa de
resposta significativa (HENSLEY 2011).

No presente estudo, ndo houve diferengca na sobrevida global e livre
de doenga de pacientes submetidos a tratamento adjuvante, independente
do estadiamento, da modalidade de tratamento adjuvante e esquema de
quimioterapia. Das 37 pacientes analisadas, apenas 6 receberam tratamento
quimioterapico com antraciclinas, sem melhora da sobrevida em relagao
aquelas que receberam outros esquemas de quimioterapia.

Nao tem havido consisténcia entre varios estudos em relacdo a
sobrevida e tratamento adjuvante. Até o momento ndo ha estudo prospectivo
e randomizado que analisou o impacto da quimioterapia adjuvante na
sobrevida para doenca estadio |. Porém, radioterapia pélvica tem sido
amplamente empregada como tratamento adjuvante de sarcomas uterinos,
devido alguns autores acreditarem que esta terapia pode melhorar o controle
local. Como a maioria das pacientes apresenta recidiva a distancia, a
radioterapia pélvica ndo mostra impacto na sobrevida global.

Neste estudo, a radioterapia adjuvante ndo melhorou a sobrevida
global das pacientes com leiomiossarcoma uterino, nem a sobrevida livre de

doenca.
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Ha na literatura um uUnico estudo fase Ill que comparou radioterapia
adjuvante versus seguimento para sarcomas uterinos estadios | e I, e este
nao encontrou melhora na sobrevida nem no controle local da doenca no
subgrupo de pacientes com leiomiossarcoma (REED et al. 2003). No estudo
de GIUNTOLI et al. (2003), a radioterapia adjuvante também n&o mostrou
diferenca na sobrevida livre de doenga em relagao aquelas que nao fizeram
radioterapia. E importante ressaltar que a radioterapia pode ainda ser usada
no tratamento paliativo de lesbes a distancia, tais como metastases de
cérebro e 0ssos.

A taxa de recorréncia para leiomiossarcoma uterino tem sido relatada
na literatura entre 53 a 71% (KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; BENITO et
al. 2009; D’ANGELO e PRAT 2010; DURNALI et al. 2012). Neste estudo, a
taxa de recidiva foi de 57,1%, sendo os sitios mais comuns: recidiva local de
42,1%, recidiva a disténcia (pulmonar e hepatica) de 47,4%. Em um estudo
prévio sobre leiomiossarcoma uterino, os locais de recorréncia foram:
recorréncia pélvica (14-30%), recorréncia a distancia (33-44%) e pélvica e a
distancia (25-53%) (DURNALI et al. 2012).

Em nosso estudo e também na literatura, o progndstico de
leiomiossarcoma uterino ndo tem mudado nas ultimas décadas e permanece
ruim. Geralmente apresentam comportamento clinico agressivo, com forte
tendéncia a recorréncia local e, ainda mais, a disseminacao a distancia. A
sobrevida global em 5 anos em outros estudos foi de 27 a 57% (BROOKS et
al. 2004; KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; DURNALI et al. 2012). Na

nossa analise a sobrevida foi de apenas 47% dos pacientes vivos em 2
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anos. Atribuimos a pior sobrevida global de nossos pacientes, por sermos
hospital referenciado em oncologia, vindo ao nosso servigo mais casos
avancados e recorrentes. Mais da metade de nossos pacientes ja tinham
doencga avancada.

Ndo ha consenso nos fatores prognosticos de leiomiossarcoma
uterino. Estes fatores sido importantes porque a partir deles, podemos
individualizar e tracar o melhor esquema terapéutico para o paciente,
evitando super-tratar um paciente com baixo risco de recorréncia e deixar de
ser agressivo para aqueles de alto risco.

Alguns estudos mostram que a idade pode ser significativa e que
pacientes mais jovens teriam sobrevida livre de doenga e sobrevida global
significativamente mais longa (KOIVISTO-KORANDER et al. 2008;
DURNALI et al. 2012). Ja& outros estudos n&o encontraram diferenga
significativa em relagdo a idade, nem na sobrevida global nem da livre de
doenga (GIUNTOLI et al. 2003; PARK et al. 2008). Assim como 0 nosso, a
idade ndo mostrou diferenca significativa na sobrevida.

Como relatado em estudos epidemiologicos, a maioria dos casos é
diagnosticada em estadios iniciais, estadio | e Il perfazendo mais de 50%
dos casos (PARK et al. 2008; KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; DURNALI
et al. 2012). O presente estudo sugere, assim como outros, que o
estadiamento é variavel progndstica importante para leiomiossarcomas
uterinos (PARK et al. 2008; KOIVISTO-KORANDER et al. 2008; BENITO et

al. 2009; D’ANGELO e PRAT 2010).
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Neste estudo pode-se observar que as pacientes com
leiomiossarcoma uterino estadio Il e lll tiveram sobrevida tado ruim quanto
aquelas com estadio IV. Assim, a disseminacido da neoplasia além do utero
ja acarreta progndstico ruim, independente se esta disseminagéao for local ou
a distancia.

Utilizamos o valor 8cm para a dicotomia do maior diametro da
neoplasia para as analises da expressao da proteina, do numero de cépias
do gene e das sobrevidas, porque este foi a mediana encontrada e porque
houve apenas 3 casos com maior didmetro do tumor menor do que 5 cm,
que seria o valor utilizado na divisdo do estadio | da FIGO para
leiomiossarcomas uterinos.

No estudo de GIUNTOLI et al. (2003) e KOIVISTO-KORANDER et al.
(2008), tumores menores do que 5cm apresentavam sobrevida doenga
especifica significativamente melhor. Nos trabalhos de DURNALI et al.
(2012) e PARK et al. (2008), o tamanho do tumor nao teve qualquer impacto
na sobrevida global das pacientes. Nossos resultados mostram que
mulheres com leiomiossarcoma maior do que 8,0 cm tiveram impacto
negativo na sobrevida global.

Pacientes com radioterapia pélvica prévia, a qual tem sido relatada
como fator de risco para leiomiossarcoma de utero (BROOKS et al. 2004;
D’ANGELO e PRAT 2010), nao foram observados no presente estudo.

A diferengca de sobrevida livre de doenca em relacdo ao periodo de

tratamento inicial e ao local da cirurgia justifica-se pela maior proporgéo de
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casos com doenga extra-uterina (estadios Il e lll) operados tanto inicialmente
fora do Hospital A.C. Camargo, quanto no periodo de 1996 a 20009.

Quanto ao indice mitético, este ndo apresentou diferenca estatistica
em relagdo a sobrevida em nosso estudo. Em um estudo que analisou
leiomiossarcoma uterino em estadio precoce, o indice mitético também nao
mostrou correlagdo estatisticamente significativa com sobrevida (WANG et
al. 2011). Em outros estudos mais antigos, que também analisaram
leiomiosssarcomas em estadio precoce, o indice mitético foi uma variavel
prognéstica relacionada a sobrevida global (MAJOR et al. 1993; GADDUCCI
et al. 1995; ABELER et al. 2009).

DURNALI et al. (2012) evidenciaram que grau, tamanho do tumor,
profundidade da invasdo miometrial, invasdo angiolinfatica e perineural
tinham efeito significativo no progndstico das pacientes. Em nosso estudo,
apenas o tamanho do tumor e o estadio da neoplasica tiveram impacto
significativo no prognéstico da paciente.

Do ponto de vista biolégico, ainda sdo poucos os estudos que
mostram alguma caracteristica molecular relacionada ao prognéstico.
Agrupa-los em subtipos de acordo com caracteristicas moleculares,
permitiria-nos correlacionar com caracteristicas do comportamento tumoral e
resposta a tratamento oncoldgico.

BLOM et al. (1998) mostraram que o aumento da expressao de p53
em leiomiossarcomas uterinos estadios | e Il esteve significativamente

associado a prognostico adverso.
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No estudo de GIUNTOLI et al. (2003), mostrou-se que grau
histolégico era fator progndstico independente, porém, a classificagao
histolégica de leiomiossarcoma ainda é controversa e ndo ha sistema de
graduacéao globalmente aceito.

Neste estudo, procuramos estudar a expressao e o numero de copias
do gene TOP2A em uma série de leiomiossarcomas uterinos.

Nosso estudo mostra que a expressdao aumentada desta proteina
associa-se ao maior indice mitdtico e a estadio mais avancado da neoplasia,
talvez mostrando-se como um marcador de agressividade. Porém, na
analise multivariada, nem a expressao da proteina Top2A, nem o numero de
cépias do gene mostraram-se fatores de risco para 6bito ou de recorréncia.

Em um estudo prévio de nossa instituicdo, os pacientes com tumores
mesenquimais que superexpressavam o gene TOP2A, apresentavam maior
potencial metastatico (CUNHA et al. 2010). Em um outro estudo também de
nossa instituicdo, em pacientes com sarcoma de tecidos moles, a expressao
da proteina Top2A mostrava-se um preditor independente de progndstico
desfavoravel (CUNHA et al. 2012).

CHEVILLE et al. (2008) mostram em suas pesquisa sobre
adenocarcinoma de prostata, que pacientes com alta expresséo da proteina
Top2A tém progndstico pior, com grande risco de progressao sistémica e
sugere que a alteragdo do TOP2A pode refletir um componente de
instabilidade genética com envolvimento de mecanismos de reparo de DNA.

SONG et al. (2012) estudaram proteinas de reparo e replicagdo do

DNA em melanoma e concluiram que alta expressdo da proteina Top2A e
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XRCC5 (Ku80), requerido para reparo da quebra da dupla fita, foram
associados com sobrevida significativamente pior.

SHVERO et al. (2008) estudaram a relagdo da expressao Top2A e
carcinoma de laringe e sugeriu que a expressao da proteina estava
relacionada com alto grau tumoral, estddio mais avangado e sobrevida
menor.

O potencial papel terapéutico da proteina Top2A expande os tipos de
terapias adjuvantes disponiveis. TOP2A €& um alvo quimioterapico de
antraciclinas, incluindo doxorrubicina, epirrubicina, etoposide e mitoxantrone.
Além disso, CHEVILLE et al. (2008) referem em seu trabalho que estudos in
vitro tém demonstrado que a sensibilidade das células tumorais a
antraciclinas € dependente do nivel de expressao da proteina Top2A.

Além de seu valor como um marcador de progndstico, atividade do
TOP2A também poderia aumentar a sensibilidade do tumor a quimioterapia
citotoxica e, como tal, ser um preditor de resposta a droga. O papel do TOP2
em resposta aos agentes antraciclicos tem sido mais extensivamente
estudado em pacientes com cancer de mama metastatico, e sugere-se que
a associacao de HER2 com resposta a antraciclina pode estar relacionada
com a amplificagdo do gene e superexpressdao da proteina Top2A
(DEPOWSKI et al. 2000; KARNES et al. 2010; O’'MALLEY et al. 2011).

Em hepatocarcinomas, WONG et al. (2009) tém mostrado que além
da expressao de Top2A correlacionar-se com grau histolégico avangado,
invasdo microvascular e idade de diagndstico precoce, correlacionou-se

também com taxa de resposta a quimioterapia. Porém a associacédo foi
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inversa ao comumente visto na literatura. Pacientes que apresentavam alta
expressao da proteina Top2A tinham maior taxa de resisténcia a
quimioterapia. Também evidenciou que aqueles que tinham maior expressao
apresentavam sobrevida menor.

Em um estudo com pacientes com sarcomas do tecido mole
avancado, nao foi achado correlagéo significativa entre expressdo da
proteina Top2A e anormalidades no numero de cépias do gene TOP2A
(RUIZ-SOTO et al. 2008). Assim como em sarcomas de tecido mole, em
leiomiossarcomas de utero o numero de cépias do gene nédo € o unico
evento bioldgico que influencia a expressao da proteina.

No atual estudo, nao foi achado correlagao significativa entre numero
de copias do gene TOP2A e niveis de proteina Top2A. Estes achados
reforcam informacdes de estudos de adenocarcinoma de mama que
sugerem que a expressao da proteina Top2A néo é regulada em nivel do
numero de copias do gene, mas sim controlada no nivel pds-transcricional
ou poés-traducionais (MO e BECK 1997; CAMPIGLIO et al. 2003; DURBECQ
et al. 2004; BRASE et al. 2010; O’'MALLEY et al. 2011).

Em leiomiossarcoma uterino, temos que a expressao proteica de
Top2A estd aumentada em 56% das vezes, o que o insere no complexo da
tumorigénese. Porém, ainda nao esta claro se esta alteracdo € causa ou
consequéncia.

A expressdo aumentada da proteina pode causar numero demasiado
de quebras no DNA e, associada a falha nos genes de reparo do DNA, levar

a anormalidades gendmicas complexas e ampla desrregulacédo génica. Para
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maior elucidagao, pode-se pesquisar genes de reparo em pacientes com
leiomiossarcomas uterinos e sua associagcdo com o gene TOP2A e sua
proteina.

De outro modo, a expressao aumentada da proteina Top2A pode
resultar de hiperatividade do gene TOP2A ao localizar-se préximo a outro
gene/promotor hiperativo apds rearranjos cromossémicos gerados pela
instabilidade genética, que é caracteristica desta neoplasia. Neste ponto,
estudos adicionais de genes localizados no brago longo do cromossomo 17
seriam esclarecedores.

Assim, temos neste estudo que leiomiossarcoma uterino € uma
neoplasia mesenquimal com prognéstico ruim, sendo que sua sobrevida
mediana € menor do que 2 anos. O estadiamento avancado e o maior
tamanho do tumor foram os uUnicos fatores relacionados a pior sobrevida.
Fazendo a analise da expressao da proteina Top2A com indice mitético e
estadio do tumor, observamos que a expressao aumentada da proteina
mostrou-se como marcador de agressividade. Porém, ao analisar a
expressao protéica de Top2A e o numero de cépias do gene TOP2A,
observamos que nenhum deles altera a sobrevida. Apesar da presenca de
alteragdes no numero de coépias de gene TOP2A e da presenga de
diferentes expressbdes da proteina Top2A, nos leiomiossarcomas uterinos
nao houve diferenca de sobrevida entre aquelas pacientes que receberam
ou nao tratamento quimioterapico. Outros eventos além do numero de

cépias do gene devem influenciar a expressao da proteina Top2A.
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CONCLUSOES

A alta expressao imunoistoquimica da proteina Top2A esta presente
nos leiomiossarcomas uterinos em 56,8% dos casos.

O numero de coépias do gene TOP2A esta alterado em 36,7% dos
leiomiossarcomas uterinos, sendo a amplificagdo do gene a alteragao
mais comum (72,7%).

O numero de coépias do gene TOP2A nao se correlacionou com a
expressao imunoistoquimica da proteina Top2A.

A amplificagdo do gene TOP2A n&o se correlacionou com
caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes com
leiomiossarcomas uterinos. A alta expressao imunoistoquimica da
proteina Top2A correlacionou-se com maior indice mitético e com
estadiamento neoplasico mais avangado.

A expressado protéica e o numero de copias do gene TOP2A nao

tiveram impacto no risco de recidiva ou obito.
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Anexo 1 - Protocolo sarcoma uterino

PROTOCOLO SARCOMA UTERINO

PACIENTE
1.  NOME- nome
2. RGH- rgh
3. DATA DE NASCIMENTO .. ..ottt /| data_nasc
4. RAGA- (0) branca (1)negro (2)pardo (3)amarelo... [raca
5. DATA DA ADMISSAD ...ouoiiiiiiiieeie ettt /| 1cons
6.  MENOPAUSA- (0)SIM  (1)N80 1ouiiiiiiiiiieiiie ettt e e beesneeeneeas | |meno
7. |IDADE DA MENOPAUSA. ..ottt | lidade_meno
8. RADIOTERAPIA PELVICA............ (0 )ndo......... (1) SIMLciiiiie e | [rxt
SINTOMAS/EXAMES
9. SINTOMAS- (0) ndo (1)dor (2)sangramento (3)corrimento (4)massa pélvica
(5) outro |sint
10. INTERVALO TEMPO PRIMEIROS SINTOMAS........ccooiieiirieiieieeeeseee e | |sint_temp
11. DIAGNOSTICO- (0) curetagem (1)histeroscopia (2)biopsia colo (3)achado pos operatério (4)outro
e LU= PR STRROR | |diag
12. AP- (1)carcinosarcoma (2) leiomiosarcoma (3)estroma endometrial (4)adenosarcoma......| |
13. CA 125 (0)ndo realizado (1)realizado ........ccceeieieieiiiiiiieieceee e | |ca125
14. VALOR DO CA 125 ..ottt | |valor_ca125
TRATAMENTO
15. LOCAL CIRURGIA INICIAL- (0) ACC  (1)fOra ..eeoueeeeieeiieiesieeee e | |12 cir
16. TIPO DE TRATAMENTO INICIAL (quando ndo HTA): (0)ndo (1)miomectomia via aberta
(2)miomectomia via laparoscopia (3)ressecgao pdlipo (3)outro —qual? ........ [ |tipo_tratapré
17. DATA DO TRATAMENTO INICIAL (quando N80 HTA). ....ccocveviriciinieicneeiens / /
18. 1% CIRURGIA (qdo HTA) = DATA ..ot / / 1% cir_data
19. TIPO DE CIRURGIA— (1)HTA (2)HTA+SOB (3)HTA+SOB+linf pelvica (4)HTA+SOBH+linf
pélvica+retrop (5)exenteracdo anterior (6)exenteracdo posterior  (7)exenteragdo total
(8)linfadenectomia pélvica +retroperitoneal ............cccoiieeiiieiiienin e | |tipo_1%cir
20. 2% CIRURGIA- DATA . ..oomiieieeeietceeeeeet et / / 2° cir_data
21. TIPO DE CIRURGIA— ...ttt e | |tipo_2acir
ACHADOS OPERATORIO:
22. ASCITE ..o, (0)NA0  (1)SIMlciiiiiitie et | lasc
23. CARCINOMATOSE......... (0)NA0  (1)SIMuiiiiiiiiieie e | Jcarcin
24. ADERENCIA TUMORAL(UTERO C/ ORGAOS)... .... (O)nao  (1)sim.... |adere_tumor
25. LINFONODOMEGALIA.......... (0)NA0  (1)SIM.eeieieieieeee e |__ Jlinfonodo
26. METASTASE.......cccoooiiiiiiieiene (0)NA0  (1)SIM..eiiiiiiiieiiee e | |meta
[l TRATAMENTO ADJUVANTE
27. RADIOTERAPA EXTERNA- (0)nao  (1)Sim ..dOSE? ....c.eovuieiiieiiieiie e | |Rxt_ext
28. BRAQUITERAPIA- (0)N@0  (1)SIM..dOSE?....ccueeiiiieiieieeie et | |braq
29. QUIMIOTERAPIA- (0)nao  (1)sim. QUAI? .....oeeiiiieiiiieesee e | QT
30. HORMONIOTERAPIA- (O)nao  (1)sim Qual?........ccooiiiviieiiiinerc e | |hormonio
ANATOMIA PATOLOGICA
31, TAMANHO(CM) ..ottt ettt ettt ee ettt e ste e neeeneenae e | |tamanho
32. LOCALIDADE- (0)FUNDO (1)CORPO  (2)CERVIX (3)FUNDO-CORPO (4)FUNDO-CORPO-
CERVIX (5)CORPO-CERVIX.....uoiiiiiieieiieesie ettt sne e | Jlocal
33. TIPOLESAO- ............ (1) VEGETANTE (2) SESSIL (se carcinosarcoma)............ ]



34. OVARIOS- (0)C/IMPLANTE  (1)S/IMPLANTE .....oooiiiiiiieseeereceee e | |ovarios

35. TROMPAS- (0)C/INVASAO (1)S/INVASAO ... [trompa

36. EPIPLON- (0)C/IMPLANTE (1)S/IMPLANTE .....cciiiiiiiiieiieiertesee e | |epiplon

37. CITOLOGIA PERITONEAL POSITIVA- (0)nao  (1)SIM...ccovrieineeieneeeseeenee | |cperitoneal

38. ACHADO CONGELAGCAO-

NUMERO DE LINFONODOS DISSECADOS

39. PELVICO (diSSECAUOS)-......eeiueiaiiietieiiieaiee sttt ettt e sbee st beesneeens | Jlin_pelv_diss

40. P.AORTICO (diSSECAUOS)..... coueeeieiririiiieeirieiree sttt et e e | |lin_paort_diss

NUMERO LINFONODOS COMPROMETIDOS

41. PELVICO (COMPrometidos)-.... «.o.eeeiueiiieiiieiiieiie sttt | Jlin_pelv_comp

42. P.AORTICO (COMPromMetidoS)- .....ccueerieeiiieriiriiianiieeieesieeaiee e seeesieeesree e anne | J|lin_paort_comp

43. GRAU ..ot BAIXO (1) ALTO (2) e, L IGA

44, MITOSE / 10 CGA- ...ttt nee s ]

45, NECROSE- (0)NA0  (1)SIM..ctiiiiiiieiiriieiesie e e stee ettt e e e e sneens ]

46. INVASAO VASCULAR- (0)N20  (1)SIM...eouiuieieeeieieeeieieeeeeece e | Jin_Vasc

47. INVASAO LINFATICA- (O)nao  (1)sim v |IN_linf

48. INVASAO PERINEURAL- (0)N@0  (1)SIM .ceiriiiiiriieiiiieiesieeeesie e [ |IPN

49. PARAMETRIOS COMPROMETIDOS- (0)nao  (1)SimM ....cccovvvieneeiieeniecreceieene | |param_comp

50. INVASAO COLO- (0)NA0  (1)SIM..ecuieieieieereeeieececeeeee e | |In_Vasc

51. INVASAO DO MIOMETRIO (CM) ............ (O)restrito endometrio (1) 1/2 interna  (2)1/2 externa. (3)
ET=Y (o1 L USSR | |inv_miom

52. EXTENSAO P/ ORGAO PELVICO - (0)nao  (1)Sim ..QUal?......cceereerereeieneeiee e [

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

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

55. ESTADIAMENTO PATOLOGICO ....oovuiviieieseeieeeesee et ese e _ lest_patolo

ACOMPANHAMENTO

56. RECIDIVA = (0)N0  (1)SIM eeiiitiiiiieiiee ettt ettt ettt ennee s | Jrecidiva

57. DATA DA RECIDIVA ..ot / / data_recid

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

59. TRATAMENTO DA RECIDIVA (O)NAO (1)QT (2RxT  (3)CIR  (4)QT+RxT  (5)CIR+QT
[(S3) 107 12 2.9, E USRS PPUTURRRI | |Trat_recid

60. INTENGCAO DO TRATAMENTO (O)PALIATIVO  (1)CURATIVO .................... | lintengao_trat

61. CIRURGIA- DATA Cir_data

62. CIRURGIA- QUAL? ...ttt ettt ettt ettt et ee e e naeene e neereenneenennes cir_tipo

SITUACAO ATUAL
63. DATA ULTIMO CONTATO...oiiieiecieeiesieee st / / data_contato
64. SITUACAO:(1) vivo sem cancer (2) vivo com cancer (3) morte pela doenga - MOCA (4) morte pelo

tratamento (5) morte pods operatério (<30 dias) (6) morte outras causas (7) perdido de

{5 € TSR PRUSRPROE | |situagao



Anexo 2 - Parecer final do Comité de Etica em Pesquisa







