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RESUMO

Machado LFA. Pesquisa de biomarcadores como fator progndéstico nos tumores
da familia do sarcoma de Ewing [tese]. Sao Paulo: "Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo"; 2017.

INTRODUGCAO: Os tumores da familia do sarcoma de Ewing (TFSE)
compreendem um espectro de neoplasias de células neuroectodérmicas dos
0sso0s e partes moles de comportamento bioldégico agressivo e progndstico
reservado, caracterizadas por translocacdes envolvendo um dos genes da
familia TET/FET e um dos genes da familia ETS, mais comumente EWSR1 e
FLIZ. Com o avanco da medicina personalizada, cresce a demanda por
biomarcadores em TFSE que tenham valor como fatores prognésticos e
potencial para futuras terapias-alvo especificas. Este estudo propés a avaliagéo
da expressao proteica de diferentes classes de biomarcadores, incluindo
proteinas relacionadas a supressao tumoral, proliferacdo celular, metabolismo
energético, atividade imune, vias de reparo do DNA e células tronco.
METODOS: A expressdo imuno-histoquimica dos biomarcadores MTAP, p16,
STAG2, p53, USP22, PTEN, RKIP, Ciclina D1, MCTs (1, 2 e 4), CD147, CA IX,
GLUT1, BRACHYURY, PD-L1, OCT4 e SALL4 foi analisada em uma série bem
caracterizada de 113 TFSE através de amostras em tissue microarrays (TMA).
Os perfis de expressdao foram entdo associados aos parametros clinico-
patoldgicos dos pacientes e a sobrevida global para uma anélise do impacto no
prognéstico. RESULTADOS: A hiperexpressdo de p53 mostrou associacao
estatisticamente significativa com menor sobrevida global (p < 0,001), doencga
metastatica no diagndstico (p = 0,017) e idade acima de 20 anos (p = 0,04). A
perda de expressdo de MTAP (p = 0,039) e de Brachyury (p = 0,008) também
se associaram significativamente com menor sobrevida global. Em relacdo as
caracteristicas clinicas dos pacientes, doenca metastatica no diagndstico e
etnia ndo-branca foram associados a um pior prognéstico. CONCLUSOES: Os
biomarcadores p53, MTAP e Brachyury foram identificados como fatores
independentes relacionados ao prognadstico. A utilizacdo destes biomarcadores
como fator prognostico nos TFSE pode auxiliar na estratificacdo de risco dos
pacientes e até mesmo estimular o desenvolvimento de drogas-alvo
especificas.

DESCRITORES: 1.Tumores 2.Sarcoma de Ewing 3.Tumores
neuroectodérmicos primitivos 4.Biomarcadores 5.Imuno-histoquimica
6.Prognosticos



ABSTRACT

Machado LFA. Research on biomarkers as a prognostic factor in Ewing
sarcoma family of tumors [thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo"; 2017.

INTRODUCTION: The Ewing sarcoma family of tumors (ESFT) comprises a
spectrum of neoplasms of neuroectodermal cells of the bones and soft tissues
with an aggressive biological behavior and poor outcome, characterized by
translocations involving one of the genes of the TET/FET family and one of the
genes of the ETS family, most commonly EWSR1 and FLI1. With the progress
of personalized medicine, there is a great demand for biomarkers in ESFT that
could have prognostic values and the potential for future targeted therapies.
This study proposed the evaluation of protein expression of different classes of
biomarkers, including proteins related to tumor suppression, cell proliferation,
energy metabolism, immune activity, DNA repair pathways and stem cells.
METHODS: Immunohistochemical expression of the biomarkers MTAP, pl6,
STAG2, p53, USP22, PTEN, RKIP, Cyclin D1, MCTs (1, 2 and 4), CD147, CA
IX, GLUT1, BRACHYURY, PD-L1, OCT4 and SALL4 was analyzed in a well-
characterized series of 113 ESFT in a tissue microarray (TMA) platform.
Expression profiles were then associated with patients' clinical-pathological
parameters and overall survival for analysis of the prognostic impact.
RESULTS: p53 hyperexpression showed a statistically significant association
with lower overall survival (p <0.001), metastatic disease at diagnosis (p =
0.017) and age over 20 years (p = 0.04). Loss of MTAP (p = 0.039) and
Brachyury (p = 0.008) were also significantly associated with lower overall
survival. Regarding the clinical characteristics of the patients, metastatic
disease at diagnosis and non-white ethnicity were associated with a worse
prognosis. CONCLUSIONS: The biomarkers p53, MTAP and Brachyury were
identified as independent factors related to the prognosis. The use of these
biomarkers as a prognostic factor in ESFT may aid in the risk stratification of
patients and even stimulate the development of specific targeted drugs.

DESCRIPTORS: 1.Tumors 2.Ewing sarcoma 3.Primitive neuroectodermal
tumors 4.Biomarkers 5. Immunohistochemistry 6.Prognosis
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1 INTRODUGAO

Os tumores da familia do sarcoma de Ewing (TFSE) sdo neoplasias
malignas dos ossos e partes moles, constituidas por células redondas e
pequenas com graus variaveis de diferenciagdo neuroectodérmica, incluindo o
sarcoma de Ewing dos ossos (SE), o sarcoma de Ewing extra-esquelético
(SEE) e os denominados tumor neuroectodérmico primitivo (PNET) e tumor de
Askin'.

Por apresentarem caracteristicas histolégicas e imuno-histoquimicas
semelhantes, além de alteragBes genéticas particulares, acredita-se que todos
os tipos de TFSE sejam variagdes anatomo-clinicas da mesma entidade?®>,
evitando-se atualmente os termos alternativos e sindnimos, especialmente
“‘PNET”, que € empregado para um outro tipo de tumor do SNC e trato genital
feminino™®. A terminologia destes tumores faz referéncia ao patologista norte-
americano James Ewing (1866-1943) (Figura 1), que descreveu em 1921 um
tumor Osseo agressivo de pequenas células sensivel a radioterapia,
acreditando tratar-se de um “endotelioma difuso do osso””®. Estudos recentes
sugerem que células-tronco mesenquimais ou derivadas da crista neural sejam

as células de origem dos TFSE**°.



Figura 1- Dr. James Ewing (Fonte: http://resource.nim.nih.gov/101414704)

O diagnéstico de TFSE classico em um contexto clinico esperado e com
caracteristicas imuno-histoquimicas comuns, especialmente a expressdo de
CD99 e FLI1, ndo exige confirmacdo molecular (Figuras 2 e 3). No entanto, nos
casos de variantes histologicas ou morfologia atipica (Figura 4), especialmente
se associados a imuno-histoquimica inesperada, a confirmacao genética para
um diagnéstico convincente pode ser realizada por FISH (hibridizac&o in situ
por fluorescéncia) ou RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase por transcricao
reversa)’!. TFSE sdo geneticamente caracterizados por translocacées
reciprocas entre um gene membro da familia TET/FET e um gene da familia
ETS, sendo que em aproximadamente 90% dos casos a translocacéo envolve
EWSR1 e FLI1 [t(11, 22) (g24; q12)], gerando um fator de transcricdo aberrante

que pode ativar ou reprimir outros genes envolvidos na oncogenése’>**,



Figura 2 - Aspectos histologicos classicos de um TFSE (Hematoxilina e Eosina,
200X). As células sdo pequenas e apresentam um padrdo uniforme, com escasso
citoplasma, nucleos redondos e nucléolos imperceptiveis

Figura 3 - Caracteristicas imuno-histoquimicas dos TFSE (400X). A imunoexpressao
de CD99 na membrana citoplasmatica (A) e de FLI1 no nucleo (B) séo caracteristicas
comuns dos TFSE que auxiliam no diagnostico.
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Figura 4 - Variac6es histolégicas dos TFSE (Hematoxilina e Eosina).A - Padrao de
células claras (200X); B - Com pseudo-rosetas (400X); C - Histologia atipica com
nucléolos proeminentes (400X); D - Histologia atipica com células fusiformes (100X).
Os TFSE sao mais frequentes em criangcas e adolescentes e, embora
ocorram também em adultos de todas as faixas etarias, cerca de 80% dos
casos sdo diagnosticados em pacientes com idade abaixo de 20 anos™®.
Embora os TFSE sejam sarcomas de alto grau e se apresentarem com
metastases no diagnéstico em 25% dos casos, observou-se nas Ultimas
décadas um aumento significativo das taxas de sobrevivéncia, principalmente
pela utilizacdo de uma abordagem terapéutica multimodal que inclui
quimioterapia, cirurgia e radioterapia'®*®. Para os casos de doenca localizada,
a taxa de sobrevida global de 5 anos atualmente fica entre 70% e 80% e para

os casos de doenca disseminada em cerca de 30%%%*°,



Apesar dos avancos observados nas Ultimas décadas, ainda ndo ha
discriminacdo no tratamento para pacientes com doenca localizada e para
pacientes com doenca avancada, desconsiderando-se as possiveis
heterogeneidades existentes entre os individuos e a biologia dos tumores.
Torna-se importante, portanto, identificar aqueles tumores que possam
comportar-se de forma ainda mais agressiva, com metastases precoces,
recidivas frequentes e aqueles que possam exigir intervencdes terapéuticas
diferentes.

O conhecimento mais amplo da biologia dos TFSE e da interagdo com
cada paciente pode contribuir para o surgimento de novas modalidades
terapéuticas personalizadas que visam alvos moleculares e, neste contexto, a
imuno-histoquimica também tem papel relevante. O método imuno-
histoquimico (IHQ) é uma técnica amplamente difundida e rotineiramente
utiizada na maioria dos laboratérios de patologia. Grande parte das
descobertas moleculares das doencas, especialmente das neoplasias, séo
validadas ou até mesmo originadas da avaliagdo da expressao proteica por
IHQ.

Este estudo propbde a avaliagdo imuno-histoquimica da expressédo de
diferentes classes de marcadores, incluindo proteinas relacionadas a
supressdo tumoral, proliferacdo celular, metabolismo energético, atividade
imune, vias de reparo do DNA e células tronco, a fim de identificar novos

biomarcadores progndsticos e com potencial terapéutico para TFSE.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo primario

Neste trabalho buscamos esclarecer o perfil de expressao imuno-
histoquimica de 18 biomarcadores [MTAP, p16, STAG2, p53, USP22, PTEN,
RKIP, Ciclina D1, MCTs (1, 2 e 4), CD147, CA IX, GLUT1, BRACHYURY, PD-
L1, OCT4 e SALL4] e seu impacto clinico em uma série bem caracterizada de

TFSE, avaliando seus valores como fator prognéstico.

2.2 Objetivos secundarios

e Caracterizar a casuistica e determinar quais sdo as variaveis clinico-
patologicas que se associam ao prognoéstico;

e Verificar a associacdo dos achados da expressao imuno-histoquimica
com os seguintes dados clinico-patolégicos: sexo, idade no diagndstico,
etnia, tamanho do tumor, extensédo da doenca no diagnéstico (localizada
ou metastética), localizacdo tecidual (osso ou partes moles),
caracteristica topografica (axial ou periférico) e grau de necrose (para

0S casos cirdrgicos);
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biomarcadores em cancer

De Gruttola et al. (2001), em um grupo de estudos da National Institutes
of Health (NIH), definiram biomarcadores como caracteristicas que podem ser
medidas experimentalmente e indicar a ocorréncia de uma determinada funcdo
normal ou patolégica ou uma resposta a um agente farmacolégico®®. Segundo
estes autores, 0os biomarcadores podem ser utilizados para estratificar doentes
e identificar a gravidade ou progressao de uma determinada doenca, prever um
progndéstico ou monitorizar um determinado tratamento, evitando que alguns
efeitos secundarios ocorram®®.

De acordo com Hodgson et al. (2009), um biomarcador atil € aquele que
consegue passar as informacdes esperadas de uma maneira melhor, mais
rapida ou mais barata do que as abordagens existentes, além de ser aplicavel,
ou seja, a tecnologia deve ser acessivel'’. Shukla et al. (2013) classificaram os
biomarcadores utilizados em cancer como preditivos, quando proveem
informacdo sobre a probabilidade de resposta a determinado tratamento, e
prognésticos, quando proveem informac&o sobre os desfechos clinicos™®.

Mordente et al. (2015) ponderam que, apesar dos avanc¢os significativos
em pesquisa de biologia do cancer e da utilizacdo de novas tecnologias, a
transferéncia de biomarcadores "candidatos" da teoria para a pratica é um
processo demorado e desafiador, sendo que relativamente poucos
biomarcadores foram de fato adotados com sucesso na rotina clinica para
pacientes oncolégicos™. Os exemplos mais conhecidos de tais biomarcadores

incluem receptor de estrégeno (RE) e/ou receptor de progesterona (RP) e
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HER2 em cancer de mama®’, EGFR e ALK em cancer de pulmao®, C-KIT em
tumor estromal gastrointestinal (GIST)?? e p16 em cancer de orofaringe®.

A utilizacdo de biomarcadores através da imuno-histoquimica tem
permitido a avaliacdo do progndéstico, a individualizacdo de alguns tratamentos
e, consequentemente, o desenvolvimento da medicina personalizada em
diversos tipos de cancer, embora em TFSE nao estejam totalmente

incorporados na pratica clinica, como ponderam van Maldegem et al. (2012)%.

3.2 Biomarcadores em TFSE

Em uma fase inicial dos estudos de biomarcadores em TFSE, aqueles
relacionados ao ciclo celular parecem ter sido os mais explorados'®#*?’. Ha
duas décadas, Kovar et al. (1997) demonstraram perda de expressdo de pl6
em uma parcela de TFSE em um estudo considerado chave para posteriores
investigacdes relacionadas ao impacto prognéstico deste biomarcador®. Dez
anos depois, Honoki et al. (2007), em uma meta-andlise, reuniram evidéncias
de que pl6 era de fato um marcador negativo de progndstico, sendo
considerado um potencial candidato para melhorar a estratégia de
estratificacéo de risco dos pacientes com TFSE?.

Similarmente, De Alava et al. (2000) mostraram que outros
biomarcadores do ciclo celular, mais especificamente Ki67 e p53, também se
associaram a piores prognésticos em TFSE?'.

Com o passar dos anos, além dos bastante explorados marcadores de

ciclo celular, outras classes de biomarcadores passaram a ser estudadas em
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TFSE, tais como os relacionados a angiogénese, ao microambiente tumoral e
a transicdo epitelial-mesenquimal*®2428:2°,

Fuchs et al. (2004) observaram expressao imuno-histoquimica positiva
de VEGF, um dos principais marcadores de angiogénese, em 55% dos casos
de uma série de 31 TFSE e concluiram que este biomarcador foi um preditor
negativo independente de sobrevivéncia®®.

CCNB3, uma proteina com funcdo de producédo de matriz extracelular e
envolvida em varios processos biologicos tais como adesdo, migracdo e
proliferacéo, foi estudada por IHQ em uma série de 170 TFSE por Perbal et al.
(2009). Seus resultados mostraram que a expressdo de CCN3 em TFSE
estava associada a um pior prognéstico?®.

Recentemente, Cash et al. (2017) avaliaram a expressao de Ezrin (uma
proteina com papel importante na adesao, migracao e organizacdo da estrutura
da superficie celular) por IHQ em 53 TFSE. Observou-se expressdo de Ezrin
em 72% dos casos e sua expressao intensa se associou com melhor
prognéstico nestes pacientes®.

Apesar da variedade de estudos na literatura e do nimero consideravel
de biomarcadores promissores, muitos pesquisadores utilizaram coortes
pequenas de pacientes'®?*. Ademais, h4 um grande niimero de biomarcadores
que, embora tenham demonstrado relevancia prognéstica em outros tipos de
neoplasias, ainda n&o foram estudados em TFSE®*"*°. Além da importancia
para avaliacdo de prognostico e risco, estes novos biomarcadores podem ser

a chave para futuras terapias-alvo especificas.
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3.2.1 MTAP

Metiltioadenosina fosforilase (MTAP) € uma proteina produto do gene
supressor tumoral MTAP, localizado na regido 9p21, préximo ao gene pl6
(CDKN2A), que desempenha um papel importante no metabolismo das purinas
e poliaminas® (Figura 5). A deficiéncia desta enzima foi encontrada em
diferentes tipos de neoplasia e tém sido associada a maior agressividade
tumoral®**. Su et al. (2014), em um estudo de IHQ que incluiu 99 amostras de
cancer de pulméo, demonstraram que MTAP é um marcador independente de
prognostico em pacientes com cancer de pulmdo do tipo "ndo-pequenas
células"®®. No estudo de Becker et al. (2015), os autores sugerem que a perda
da expressdo de MTAP pode estar associada também a um aumento da
malignidade dos gliomas cerebrais*’. Similarmente, De Oliveira et al. (2016) em
um estudo de céancer de mama, observaram que a perda de expressao de
MTAP se associou a subtipos de tumores mais agressivos®. Uma das
possiveis explicacdes para a associacdo com agressividade tumoral é que nas
células neoplésicas a inativacdo de MTAP estimula a sintese de novo de
purinas, 0 que estd relacionado & maior proliferacdo celular*. Em
contrapartida, células neoplasicas MTAP-deficientes sdo mais sensiveis a
agentes inibidores da sintese de purinas, como metotrexate (MTX),
azathioprine (AZA) e 5'- fluorouracil (5'-FU), o que aponta MTAP como um alvo

39-42

terapéutico promissor Ndo ha na literatura, até a presente data,

publicacdes de estudos sobre a expressédo IHQ de MTAP em TFSE.
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Figura 5 - Via metabdlica do MTAP.Em células normais, o MTAP cliva MTA, um
subproduto da biossintese de poliaminas, em adenina e MTR-1-P. Em células
deficientes em MTAP, contudo, o MTA néo é clivado e a via de salvacdo para adenina
e metionina est& ausente, havendo um estimulo & sintese de novo de purinas®

3.2.2 p16

Também conhecido como CDKN2, p16 € um gene que inibe proteinas
quinases dependentes de ciclina D1, desempenhando uma funcéo importante
na regulacédo do ciclo celular e, por conseguinte, atuando como um supressor

tumoral

(Figura 6). As frequentes mutacfes e delecOes de pl6, geralmente
junto com a delecdo de MTAP, sugerem um papel importante de pl6 na
carcinogénese em diversos tumores®*®. Knosel et al. (2014) estudaram a
expressao imuno-histoquimica de pl6 em 183 sarcomas de partes moles e
observaram que a perda de expressao de pl6 estava associada aos sarcomas
de alto grau e a reducao de sobrevida dos pacientes®. Em TFSE, p16 tem sido
considerado um preditor estatisticamente significativo de progndstico em

estudos retrospectivos, como mostraram Honoki et al. (2007) em uma meta-

andlise que avaliou 6 estudos, representando 188 pacientes?®. Mais
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recentemente, entretanto, o estudo prospectivo de Lerman et al. (2015) com
112 pacientes, mostrou que a delecdo de pl6 ndo foi um biomarcador

prognéstico confiavel em SE localizado™.

Ciclo Celular

Figura 6 - Relagéo de Ciclina D1 e p16 no ciclo celular.A proteina Ciclina D1 forma um
complexo com a enzima CDK4 e funciona como sua subunidade reguladora, cuja
atividade é necessaria para a transicdo G1 / S do ciclo celular. A proteina pl6 inibe
enzimas dependentes de ciclinas, como a CDK4, bloqueando a progressao desta fase
do ciclo celular

3.2.3 Ciclina D1

E um oncogene que regula a progresséo da fase G1 do ciclo celular para
a fase S, desempenhando uma funcdo fundamental no processo de
carcinogénese e progressdo de cancer em diversos tipos de neoplasias®**
(Figura 6). Embora Fuchs et al. (2004) tenham mostrado que a expressao de
ciclina D1 n&o se correlacionou com sobrevida em 31 pacientes estudados com

TFSE?®, o estudo mais recente de Fagone et al (2015) demonstrou que a

proteina esta frequentemente hiperexpressa em TFSE, sugerindo a
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possibilidade de utilizacdo de drogas dirigidas a ciclina D1 como potenciais

estratégias terapéuticas*®.

3.2.4 PTEN

PTEN, abreviagcao em inglés de “Phosphatase and Tensin Homologue”,
€ uma fosfatase lipoproteica codificada pelo gene supressor tumoral PTEN,
localizado no cromossomo 10023*’. Segundo Li et al. (2007), a funcdo de
PTEN como supressor tumoral € um continuo que esté relacionado com o nivel
de expressdo ou atividade de sua proteina e sua perda leva a desregulacao de
varias vias importantes para a transformacéao celular, especialmente a via PI3K-
Akt*®. Song et al. (2012) mostraram que esta via tém efeito na transcricao,
proliferac&o, sobrevivéncia celular, invasividade e angiogénese*’ (Figura 7). A
perda de expressao da proteina PTEN tem sido estudada em diversos tumores,
sendo geralmente associada a progndsticos desfavoraveis*®>3. Niemeyer et al.
(2015) analisaram a expressdao de PTEN em linhas celulares de TFSE,
concluindo que PTEN €& um modificador de fendtipos oncogénicos nestes

tumores, sugerindo potenciais implicacées clinicas>".
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Figura 7 - Via PI3K-PTEN-Akt.A funcdo principal de PTEN é a regulacdo de
PISK/AKt/mTOR. Em resposta a estimulos extracelulares (por exemplo, fatores de
crescimento) PI3K é ativado por receptores de tirosina quinase ou receptores
acoplados a proteina G, fosforilando PIP2 para gerar PIP3, que por sua vez fosforila e
ativa Akt. PTEN antagoniza a acdo de PI3K desfosforilando PIP3 para gerar PIP2,
bloqueando assim, a cascata de sinalizagéo PI3K*’

3.2.5 p53

Este gene desempenha um papel central na defesa celular contra
estimulos oncogénicos, através da sua capacidade de dirigir a expressao de
genes alvo para evocar respostas celulares, tais como o bloqueio do ciclo
celular, apoptose, reparo do DNA e senescéncia®** (Figura 8). Segundo
Vousden et al. (2009), considerando-se somente mutacdes somaticas, p53 € o
gene mais frequentemente alterado em céancer, sendo suas mutacfes
somaticas encontradas em até 50% de todos os tipos de neoplasias®. No

entanto, em TFSE mutac¢des de p53 sdo incomuns e seu impacto progndstico
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ainda ndo foi extensivamente estudado®’**°. De Alava et al. (2000), em um
estudo retrospectivo de 55 TFSE, mostraram que 0S cas0S com expressao
alterada de p53 tiveram associacao significativa com menor sobrevida global®’.
Em um estudo mais amplo com 299 pacientes, Tirode et al. (2014) mostraram
que as mutacdes de p53 em TFSE geralmente ocorrem em conjunto com
mutacbes de STAG2, aumentando a instabilidade genética em subtipos
particularmente agressivos de TFSE®®. A andlise da expresséo alterada de p53
por IHQ pode auxliar na definicdo de um subgrupo clinico de pacientes com
piores progndsticos, além de identificar os tumores sensiveis a abordagens

terapéuticas especificas direcionadas a ativacdo de p532">*.
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Figura 8 - As multiplas respostas de p53. A ativacdo de p53 em resposta a sinais de
estresse celular desencadeia diversos efeitos de carater supressor tumoral, como
inducdo de apoptose, blogueio do ciclo celular e senescéncia. Sua inativacdo por
mutacdes somaticas ocorre em cerca de 50% dos canceres humanos®
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3.2.6 STAG2

STAG2 é um gene que codifica uma subunidade da coesina, uma
proteina estrutural envolvida na organizagdo cromossdmica com fungcédo de
criar "coesdo" entre cromatides irmas ap6s a replicacdo do DNA>’ (Figura 9).
Alteracbes em STAG2 podem interromper a segregacado cromossomica durante
a mitose, levando a acumulagdo de mutagfes estruturais e aneuploidia, como
mostraram Solomon et al. (2011)*®. As mutacdes de STAG2 ja foram
observadas em diferentes tipos de tumores, incluindo melanoma®®, tumores de
pancreas> e, recentemente, TFSE**°’. Embora os TFSE tenham uma taxa
mutacional muito baixa, o gene mais frequentemente mutado em TFSE é
justamente o STAG2, de acordo com as duas pesquisas mais amplas em
gendbmica dos TFSE, os estudos de Brohl et al. (2014) e Tirode et al.
(2014)°%°’_ Interessantemente, segundo Tirode et al. (2014), o significado
prognéstico da mutacdo STAG2 em TFSE parece ser fortemente dependente
da co-existéncia de uma mutacdo no gene p53°°. Até a data, este estudo é o

segundo a analisar a expressao proteica de STAG2 por IHQ em TFSE.
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Figura 9 - Modelo do complexo de coesina. STAG2 é uma das subunidades da
coesina, um complexo proteico que regula a separagdo de cromatides irmas durante a
divisdo celular. A inativacdo deste gene e producao deficiente da proteina resultam em
defeitos de coesdo das cromatides e aneuploidia®’

3.2.7 USP22

A protease ubiquitina-especifica 22 (USP22) foi recentemente
reconhecida como uma enzima que remove fragmentos de ubiquitina de
histonas H2A e H2B e regula acetilacdo das histonas do complexo SAGA
(Figura 10), importante para o reparo do DNA, como mostraram Zhang et al.
(2008)%°. Além de também estar associada com a progresséo do ciclo celular,

6061 gyssman et al.

USP22 é considerada um marcador de células-tronco
(2013) também mostraram que USP22 é um importante modificador
epigenético que controla a transicdo entre auto-renovagdo celular e
diferenciacdo das células-tronco embrionarias, sendo necessaria para a
diferenciacéo nos trés folhetos embrionarios®®. De acordo com Schrecengost et

al. (2014), como tem um papel importante na progressao tumoral e promove

fenotipos agressivos aos tumores, esta enzima parece ser um alvo terapéutico
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atraente para tratar doenca avancada®. Na literatura, observam-se estudos
com a expressdo de USP22 em cancer de pulm&o®, esdfago®, glandula
salivar®?, figado® e tire6ide®®, no entanto, ainda ndo ha até a data, estudos em

TFSE publicados.
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Figura 10 - O papel de USP22 no complexo SAGA. A deficiéncia na atividade de
USP22 e auséncia de remocao de ubiquitina prejudica o reparo de rupturas da cadeia
dupla do DNA, o que pode levar & instabilidade gendmica®

3.2.8 OCT4

OCT4 (fator de transcricdo octamero de ligacdo 4) € uma proteina
codificada pelo gene POUSF1 e, assim como USP22, é relacionado a
pluripoténcia e regulagéo da auto-renovagéo e diferenciacdo de células-tronco

6788 (Figura 11). Foi descrito como

embrionarias, incluindo células germinativas
fator de mau prognéstico para alguns tipos de neoplasia, incluindo cancer de

esofago®*, ovario®’ e pulmao®. Liu et al. (2013) indicaram que OCT4 também é
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um biomarcador promissor para aplicacbes clinicas, pois reduzindo sua
expressao ou bloqueando suas vias, poderia haver suspenséo do crescimento
tumoral™. No entanto, a identificacdo de células-tronco em TFSE foi muito
pouco explorada’™ e este parece ser o primeiro estudo a analisar a expressao

IHQ de OCT4 nestes tumores.

auto-renovagao
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 diferenciacéo
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Figura 11 - OCT4, SALL4 e células-tronco. Ambas proteinas OCT4 e SALL4 tém
papel importante na regulacdo da auto-renovacdo das célula-tronco embrionéarias e
diferenciacdo, mantendo sua capacidade de pluripoténcia e podendo ter efeito em
alguns tipos de neoplasia

3.2.9 SALL4

A proteina SALL4 € um fator de transcricdo codificado por um membro
da familia de genes Spalt-like (SALL), com um papel essencial na pluripoténcia
das células-tronco e que, assim como OCT4, mantém as propriedades de auto-
renovacao das células-tronco embrionarias’? (Figura 11). Segundo Dirican et al.
(2016), SALL4 pode ser considerado como um regulador para o controle do
crescimento celular, proliferacéo e apoptose’. Na literatura, sua associacao
com prognostico desfavoravel foi demonstrada em estudos recentes de cancer

de mama’, hepatoblastomas’, cancer de esdéfago’” e uma meta-andlise de
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Cheng et al. (2016) que analisou outros 22 estudos de tumores sélidos, cujos
resultados promovem SALL4 a um status de candidato atrativo para novas
terapias-alvo’®. No entanto, em TFSE, até a presente data, este biomarcador

ainda nao havia sido estudado.

3.210 RKIP

A proteina inibitéria da quinase Raf (RKIP) € uma proteina multifuncional
em carcinogénese, sendo implicada em diversas vias de sinalizacéo
intracelulares como RAF/MEK/ERK e NF-kB, controlando o crescimento
celular, a motilidade, a transicdo epitelial-mesenquimal, a diferenciacéo
tumoral, capacidade de invasdo e metastases a distancia’”’® (Figura 12). A
perda de sua expressdo tem sido estudada em tipos variados de céancer,
incluindo gliomas’’, sarcomas de partes moles e outros tumores sélidos’®,
embora ndo se observem publica¢cdes relacionados a TFSE até a presente data
na literatura. Em sua meta-analise que incluiu 56 publica¢bes, Lamiman et al.
(2014) observaram que a maioria dos estudos revelaram que a perda de
expressdo de RKIP se associou com menores sobrevidas global e livre de
doenca e com presenca de metastase na maioria dos tumores sodlidos,

podendo ser utilizado como um biomarcador relacionado a mau prognéstico’®.
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Figura 12 - A cascata de sinalizagdo intracelular Ras/Raf/MEK/ERK. Esta é uma via
importante no controle do crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia das células,
podendo ser ativada por uma variedade de estimulos extracelulares, incluindo fatores
de crescimento (GF). RKIP liga-se a Raf ou MEK e assim interfere na ativacdo de
MEK, sendo portanto um regulador negativo desta via de sinalizagéo’’

3.2.11 Brachyury

Brachyury é um fator de transcricdo codificado por um gene do grupo
dos genes T-Box, tipicamente expresso na notocorda e em cordomas® (Figura
13). Esta proteina foi identificada como uma condutora no processo de
transicao epitelial-mesenquimal (EMT), levando a um fendétipo de cancer mais
invasivo, como descreveram Fernando et al. (2010)®'. De acordo com as
publicacdes na literatura, a expressao de Brachyury esta frequentemente
associada a tumores agressivos e pior prognostico, como foi observado em
cancer de pulm&o®, mama®, préstata® e GISTs®. Entretanto, ndo ha ainda
publicacbes de estudos da expressdo de Brachyury e sua correlagdo com

desfechos clinicos em pacientes com TFSE.
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Figura 13 - Brachyury e transicao epitelial-mesenquimal (EMT). O fator de transcri¢cao
Brachyury pode conferir as células tumorais caracteristicas de células mesenquimais,
incluindo maior motilidade e capacidade de invasao, interferindo na progressao e
metastase em diversos tipos de neoplasia

3.2.12 MCTs e CD147

Os transportadores de monocarboxilatos (MCTs) séo proteinas
transmembranéarias que desempenham um importante papel na extrusao de
lactato das células, contribuindo para a manutencdo do pH intracelular®’8
(Figura 14). Sao codificados por 14 membros da familia de genes SLC16A, no
entanto somente os quatro primeiros, MCT1-4, sdo capazes de transportar
lactato e outros monocarboxilatos pela membrana celular®’. As alteracdes no
microambiente tumoral vém, recentemente, emergindo como componentes-
chave na carcinogénese, especialmente através da reprogramacdo do
metabolismo energético pelo fenbmeno de Warburg, isto €, a preferéncia das

celulas tumorais pelo fenotipo glicolitico mesmo na presenca de oxigénio, como

explicam Hanahan et al. (2011)%. De acordo com Pinheiro et al. (2012), como
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os tumores sodlidos exibem um fendtipo hiperglicolitico, com quantidades
elevadas de lactato no interior das células, € provavel que seja observado um
aumento da expressdo dos transportadores de lactato nestes tumores®.
Embora haja na literatura informacdes sobre a expresséo e significado clinico-

patol6gico dos MCTs em alguns tipos de neoplasias®®#>%

, as publicacbes séo
excepcionais em sarcomas, como o estudo de Pinheiro et al. (2014), que
mostrou uma associacdo entre a expressdo de MCTL1 e pior prognostico em
uma série de 86 sarcomas de partes moles™’.

O CD147, é uma chaperona de MCT1 e MCT4, ou seja, € uma proteina
gue tém como papel auxiliar estas outras proteinas em suas funcdes, além de
ter uma funcdo paralela de indutor de metaloproteinase de matriz, como
informam Gabison et al. (2005)** (Figura 14). A expressdo de CD147 esta
correlacionada com pior progndstico em alguns tipos de cancer e isto parece
estar associado a esta sua funcdo de chaperona de MCTs, contribuindo para o
fenotipo hiperglicolitico e acido-resistente dos tumores, como mostra o estudo
de meta-anadlise de Bovenzi et al. (2015) que incluiu 25 publicacdes®’ %, No

entanto, ainda ndo ha na literatura publicacées de estudos de MCTs e CD147

em TFSE.
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Figura 14 - Transportadores de monocarboxilatos (MCTs) e marcadores de hipoxia no
metabolismo energético tumoral.Os MCTs tém papel importante na manutencdo do pH
intracelular, retirando os produtos metabdlicos acidos das células, auxiliados pela
chaperona CD147. GLUT1 tem a fungéo de facilitar o transporte de glicose para as
células tumorais que demandam energia e exigem um perfil hiperglicolitico. CA 1X
promove a entrada de bicarbonato, contribuindo para a regulacdo do pH em um
ambiente de hipdxia e acidose.

3.2.13 GLUT1 e CAIX

O transportador de glicose 1 (GLUT1) € uma proteina codificada pelo
gene SLC2A1, com funcdo de facilitar o transporte de glicose através da
membrana citoplasmatica das células®®. A anidrase carb6nica IX (CAIX) é uma
enzima codificada pelo gene CAIX, com a fungao de facilitar o transporte de
bicarbonato para as células, com o objetivo da alcalinizacdo intracelular e
regulacédo do pH em um ambiente de hipdxia e acidose® (Figura 14). Pinheiro
et al. (2011) explicam que GLUT1 e CAIX sao regulados pelo factor-1 indutivel
por hipoxia (HIF-1) e, portanto, ambos tém papéis importantes nas adaptacdes
do microambiente tumoral, sendo reconhecidos como biomarcadores de
hipéxia®. A expressdo de GLUT1 (fenétipo glicolitico) e a expressdo de CAIX

(fendtipo resistente a acido) podem resultar em uma poderosa vantagem
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adaptativa das células tumorais e representar um fenétipo agressivo®.
Segundo Sediakova et al. (2014), geralmente o0s tumores agressivos
apresentam maior expressao de GLUTL, visto que suas células tém uma maior
demanda de energia metabdlica com utilizacdo da glicose e,
consequentemente, um excesso de produtos metabdlicos acidos, conferindo
também maior expresséo de CAIX®*. As publicacBes na literatura mostram que
o nivel de expressdo de GLUT1 e CAIX correlaciona-se com o prognostico de
pacientes com alguns tipos de cancer, tais como carcinomas de mama®°,

bexiga®’ e ovario®. Estes biomarcadores de hip6xia, no entanto, ainda nao

haviam sido explorados em TFSE.

3.2.14 PD-L1

PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) € uma proteina codificada pelo
gene CD274 que, ao se ligar ao receptor PD-1, desempenha um papel
importante na supressdo do sistema imunitario, através da transmissao de um
sinal inibitério que reduz a proliferacéo de células T* (Figura 15). Segundo
Pardolli et al. (2012), as células tumorais podem regular positivamente o eixo
PD1/PD-L1 como forma de diminuir a resposta imune do hospedeiro e,
portanto, tentar evitar sua destruigéioloo. Com o atual "boom" de pesquisas
relacionadas a imunoterapia em cancer, observa-se um crescente numero de
publicacdes referentes a PD-L1, sendo que as mais recentes tém mostrado
expressao aumentada deste marcador em diversos tipos de cancer, como no
cancer colorretal'®, GISTs'%, tumores pancreaticos'®, cancer do colo

uterino’® e osteossarcoma’®®. O uso de anticorpos monoclonais
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imunomoduladores que bloqueiam estes "check-points” imunolégicos ja € uma

99,106,107

realidade no tratamento de alguns tipos de cancer e considerada por

alguns pesquisadores, como Tsukahara et al. (2016) e Nowicki et al. (2016)

uma estratégia terapéutica promissora também para sarcomas®®'?°,

Entretanto, ndo h& ainda na literatura estudos sobre a expressdo de PD-L1 e

sua associacdo com prognostico em pacientes com TFSE.

Receptor da
célula T p—

i

@

CélulaT Célula
tumoral

P>1 1 P

Inibi¢cao da
célulaT

Figura 15 - O eixo PD1/PD-L1.As células tumorais podem ativar o eixo PD1/PD-L1,
inibindo a resposta imune mediada por linfécitos T como meio de defesa™
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras tumorais

Neste estudo foram utilizadas amostras tumorais de pacientes com
diagnostico de TFSE, no periodo compreendido entre os anos de 2001 e 2014
e com seguimento até 31/08/2016, ja tratados ou sob tratamento no Hospital de
Cancer de Barretos, SP (HCB). O levantamento preliminar de casos foi
realizado pelo sistema operacional SisOnco, que armazena a base de dados
da Patologia do HCB, e somente os casos que continham informacdes clinicas
disponiveis e amostras tumorais em blocos de parafina com material suficiente
para a confeccdo de tissue microarrays (TMA) e disponiveis no arquivo de
blocos do Departamento de Anatomia Patoldgica foram incluidos no estudo.

As laminas de Hematoxilina e Eosina (H&E) de todos os casos foram
reavaliadas de forma independente por dois patologistas com expertise em
tumores de 0sso e partes moles, assim como 0s estudos imuno-histoquimicos
prévios e seus respectivos laudos anatomo-patoldgicos. Os casos incluidos,
além de terem material suficiente, deveriam ter seu diagnéstico de TFSE
confirmado pelos patologistas que, em caso de discordancia, utilizaram-se dos
seguintes critérios patoldgicos para alcancarem consenso: morfologia classica
com expressao imuno-histoquimica de CD99 na membrana citoplasmatica e/ou
FLIL no ndcleo das células tumorais; morfologia n&o classica com
imunoexpressao de CD99 e FLI1 (ou NKX2.2) associada a auséncia de
imunoexpressao de marcadores de outros tumores de pequenas células ou

presenca de translocacdo de EWSRL1 apos realizacdo de FISH.
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Pelo sistema operacional SisOnco, 119 casos foram previamente
levantados, sendo que 113 foram incluidos no estudo. Dos casos excluidos, 4
nao continham material suficiente para confeccdo de TMA, 1 teve seu bloco de
parafina retirado do arquivo pela familia do paciente e 1 ndo preencheu os
critérios para diagnostico de TFSE, sendo reavaliado como tumor

desmoplasico de pequenas células.

4.2 TMAs

Havendo concordancia quanto ao diagnéstico e material suficiente, as
areas tumorais dos respectivos blocos de parafina foram marcadas para
posterior extracdo. O passo seguinte foi a confecgcédo dos TMAs.

Neste trabalho, optou-se pela constru¢cdo de TMA pois esta técnica
permite reunir um grande numero de casos em um unico bloco de parafina,
tornando as analises morfolégica e imuno-histoquimica maximizadas e os
custos das reagdes diminuidos. Diversos estudos avaliaram a significancia
estatistica dos TMAs, aprovando sua utilizagao para pesquisas em larga escala
amostral**%,

Os TMAs foram montados com auxilio do equipamento Manual Tissue
Arrayer MTA-1 (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, WI, EUA). Este
equipamento cria orificios em um bloco de parafina receptor que entéo recebe
as amostras teciduais retiradas com uma agulha de calibre 1.0 mm.

Foram confeccionados dois blocos de TMA, sendo que cada um deles
continha um cilindro de 1.0 mm de cada tumor selecionado. Desta forma, todos

os tumores foram amostrados em duplicatas com o intuito de evitar possiveis
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perdas por desgaste do bloco ou descolamento do cilindro. Amostras de
tecidos ndo tumorais também foram acrescidos nos blocos de TMA para
utilizacdo como controles negativos e positivos. Os TMAs foram cortados no
micrétomo na espessura de 4.0u e seus cortes posteriormente submetidos a
coloracdo de hematoxilina e eosina para conferéncia histolégica e as reacoes

imuno-histoquimicas com os biomarcadores.

4.3 Estudo Imuno-histoquimico

Para o estudo imuno-histoquimico foram utilizadas laminas com carga
positiva Starfrost® (Kinttel, Braunshweig, Alemanha). As laminas com as
amostras teciduais foram submetidos a desparafinizagdo e hidratagdo por meio
de banhos sequenciais de xilol e alcool etilico. A maioria das reagbes foram
realizadas por equipamentos automatizados, de acordo com as especificacbes
pré-estabelecidas pelos fabricantes dos anticorpos, embora para alguns tenha
sido utilizado processo manual, de acordo com informagdes fornecidas pelos
fabricantes ou padronizacfes previamente obtidas no laboratorio. As reacdes
foram acompanhadas de controle positivo, em tecido sabidamente positivo para
0 anticorpo testado. Os processos automatizados e manuais utilizados para os

anticorpos e suas respectivas especificagdes estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Descricado dos anticorpos e metodologias

Anticorpo

Metodologia

Especificagoes

p53

Ciclina D1

p16

MTAP

STAG2

UsP22

PTEN

RKIP

Brachyury

PD-L1

Plataforma automatizada: Autostainer
Link 48, Dako

Plataforma automatizada: Autostainer
Link 48, Dako

Plataforma automatizada: Ventana
Benchmark Ultra, Roche

Processo manual: Recuperagdo com
tampao misto (citrato 0.01M/EDTA 1
mM, pH=6), 125°C, 4 min e 90°C, 20
min, incubagao: overnight

Plataforma automatizada: Ventana
Benchmark Ultra, Roche

Plataforma automatizada: Ventana
Benchmark Ultra, Roche

Plataforma automatizada: Autostainer
Link 48, Dako

Processo manual: Recuperagdo com
tampéao de citrato (0.01 M, pH=6),
98°C, 20 min, incubagao: 1H

Plataforma automatizada: Autostainer
Link 48, Dako

Plataforma automatizada: Ventana
Benchmark Ultra, Roche

Anti-Human p53 Protein, Clone DO-7,
mouse monoclonal, Dako (kit pronto)

Anti-Human Cyclin D1, Clone EP12, rabbit
monoclonal, Dako (kit pronto)

p16 INK4a, Clone E6H4, CINtec®, mouse
monoclonal, Roche (kit pronto)

MTAP antibody, rabbit polyclonal,
Proteintech Group, Inc. (diluigdo: 1:300)

Anti-SA2 antibody, clone ab155081, rabbit
monoclonal, Abcam (diluigdo 1:100)

Anti-USP22 antibody, clone ab4812, rabbit
polyclonal, Abcam (diluigdo 1:400)

Anti-Human PTEN Concentrate, Clone
6H2.1, mouse monoclonal, Dako (diluigao
1:100)

Anti-RKIP antibody (07-137), rabbit
polyclonal, Upstate Biotechnology
(diluigao: 1:600)

Brachyury, rabbit polyclonal, sc-20109,
Santa Cruz Biotechnology (diluigao:
1:400)

PD-L1, rabbit monoclonal, Clone E1L3N,
Cell Signaling Technology, Inc. (diluicao
1:200)

continua
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Tabela 1 - Descricao dos anticorpos e metodologias (continuagéo)

Anticorpo Metodologia Especificagoes

OCT4 Plataforma automatizada: Autostainer ~ Octamer-Binding Transcription Factor 3/4,
Link 48, Dako mouse monoclonal, Clone N1NK, Agilent

Technologies (kit pronto)

SALL4 Plataforma automatizada: Ventana SALL4 antibody (385M-17), mouse

Benchmark Ultra, Roche monoclonal, Clone 6E3, Cell Marque
(diluigao: 1:25)

MCT1 Processo manual: Recuperagao com Anti-Monocarboxylate Transporter 1
tampéo de citrato (0.01 M, pH=6), Antibody, (AB3538P), rabbit polyclonal,
98°C, 20 min, incubagéo: overnight Chemicon International (diluicdo: 1:1000)

MCT2 Processo manual: Recuperagao com Antibody MCT2 (H-40), rabbit polyclonal,
tampéao de citrato (0.01 M, pH=6), sc-50322, Santa Cruz Biotechnology
98°C, 20 min, incubagéo: 2H (diluigao: 1:200)

MCT4 Processo manual: Recuperagao com Antibody MCT4 (H-90), sc-50329, rabbit
tampao de citrato (0.01 M, pH=6), polyclonal, Santa Cruz Biotechnology
98°C, 20 min, incubagao: 2H (diluigao: 1:500)

CD147 Processo manual: Recuperagao com EMMPRIN Antibody (1.BB.218), sc-
EDTA (1 mM, pH=8), 98°C, 20 min, 171038, mouse monoclonal, Santa Cruz
incubagao: overnight Biotechnology (diluigdo: 1:500)

CA IX Processo manual: Recuperagao com Anti-Carbonic Anhydrase IX antibody
tampéo de citrato (0.01 M, pH=6), (ab15086), rabbit polyclonal, Abcam
98°C, 20 min, incubagéo: 2H (diluigao: 1: 2000)

GLUT1 Processo manual: Recuperagao com Anti-Glucose Transporter GLUT1 antibody

tampao de citrato (0.01 M, pH=6),
98°C, 20 min, incubagéo: 2H

(ab15309), rabbit polyclonal, Abcam
(diluicdo: 1:500)

Para os marcadores citoplasmaticos e de membrana, as reacfes foram

analisadas de forma semi-quantitativa pela determinagdo da extensao da

marcacao, ou seja, a porcentagem estimada de marcacdo nas células tumorais

e de forma semi-qualitativa pela intensidade de marcacdo. As reagcdes foram

classificadas semi-quantitativamente da seguinte forma: 0: 0% de células

imunorreativas; 1: <25% de células imunorreativas; 2: 25-50% de células

imunorreativas e 3: >50% de células imunorreativas. A intensidade da



36

coloracao foi classificada semi-qualitativamente da seguinte forma: 0: negativo;
1: fraco; 2: intermediario e 3: forte. O score final foi determinado como a soma
de ambos os parametros (extenséo e intensidade) e as reacdes definidas como
negativas ou positivas de acordo com os pontos de corte do score calculados
para cada anticorpo. Como o estudo utilizou marcadores com intuito de avaliar
seus valores prognosticos, os pontos de corte para os marcadores de
citoplasma/membrana foram determinados pela analise da curva ROC (receiver
operating characteristic), calculando-se os valores que maximizassem a
sensibilidade e a especificidade na discriminacdo entre pacientes com
desfechos clinicos desfavoraveis (0bito ou metastase apés diagnostico) dos
pacientes com desfechos clinicos favoraveis.

Para os marcadores de expressao nuclear, foram somente consideradas
positivas as coloracfes de intensidade moderada ou forte e em mais de 10%
das células. Hiperexpressdo foi definida como expressdo positiva de um
marcador nuclear em mais de 50% das células. A expressao proteica em
outras localizagBes celulares também foi avaliada para a maioria dos
anticorpos, embora somente os dados relevantes tenham sido incluidos na
apresentacao dos resultados do estudo.

Nos casos de marcacdo heterogénea entre os cilindros em duplicata,
foram consideradas as maiores extensodes e intensidades observadas. Em caso
de perda de cilindros correspondentes a determinado caso nos dois TMAs ou
se a morfologia esperada ndo estava representada nos cortes da imuno-
histoquimica, considerou-se como perda para o respectivo marcador. Todas

reacoes foram sujeitas a avaliacdo independente por dois patologistas em
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estudo duplo-cego. As avaliacdes discordantes foram revistas em conjunto e o

resultado final foi considerado em consenso entre os dois observadores.

4.4 Dados clinico-demograficos

Através dos prontuarios dos pacientes, arquivados no setor de Servigo
de Arquivo Médico e Estatistico (SAME) do HCB, as informacgdes clinicas e
demogréficas foram coletadas de acordo com instrumento de coleta especifico
(Anexo A). As informacdes coletadas incluiram sexo, idade no diagndstico,
etnia, tamanho do tumor, localizacdo tecidual (osso ou partes moles),
caracteristica topografica (axial ou periférico), extensdo da doenca nho
diagndstico (localizada ou metastatica), margens cirargicas, grau de necrose e
progressao/recorréncia da doenca.

A idade dos pacientes no diagnéstico foi categorizada em dois grupos:
individuos com 20 anos ou menos (<20 anos) e adultos com mais de 20 anos
(>20 anos).

Para a caracteristica étnica, utilizou-se como Unico critério a
autodeclaracdo de cor, raca ou etnia fornecida pelos proprios pacientes,
agrupando-os em duas categorias: brancos e nao-brancos, incluindo nesta
altima negros, pardos, indigenas e de origem asiatica.

Os tumores foram categorizados, de acordo com o tamanho, em
grandes e pequenos e somente as medidas anteriores a qualquer tratamento
foram incluidas. Para esta categorizacdo, foram considerados como valores de
corte as medidas, em centimetros, utilizadas no sistema TNM de estadiamento

(8,0cm para tumores 6sseos e 5,0cm para tumores de partes moles).
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Os tumores originados em 0ssos, mesmo se houvesse acometimento de
partes moles adjacentes, contanto que o maior volume ainda fosse 0sseo,
foram agrupados na categoria "osso" da localizacdo tecidual do tumor.
Analogicamente, os tumores categorizados como "partes moles” foram aqueles
cujo maior volume tumoral se localizava em tecidos extra-0sseos. Para isso, foi
necessaria avaliacdo de exames de imagem e informacdes fornecidas pelos
cirurgides-ortopédicos. Em relacdo a caracteristica topografica dos tumores,
agueles localizados em tronco, cabeca e pescoco foram categorizados como
"axiais" e o0s localizados nos membros como "periféricos".

Para os casos de pacientes submetidos a cirurgia para remocao dos
tumores, foram incluidos os dados das margens cirurgicas e do grau de
necrose tumoral observados na peca cirdrgica e descritos pelo patologista. As
margens cirurgicas foram classificadas microscopicamente como "livres" se o
tumor ndo tocava as bordas marcadas com tinta preta consideradas limites
cirargicos e "comprometidas" quando estes limites coincidiam com alguma area
tumoral.

O grau de necrose foi categorizado em 4 grupos de forma semelhante a
classificacdo de Huvos, considerando-se a quantidade de tecido tumoral
necrético observado na peca cirargica: grau | (auséncia de necrose ou necrose
minima), grau Il (extensa necrose com mais de 10% de tumor viavel), grau Il
(extensa necrose com esparsos focos de tumor viavel) e grau IV (necrose
completa).

A variavel progresséao/recorréncia foi definida como o reaparecimento da
neoplasia no mesmo local do tumor primario ou metastases durante ou apos o

término do tratamento. Para os casos de pacientes com doenga metastatica no
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diagnostico inicial, somente um ocasional segundo evento metastatico foi
considerado como progressao/recorréncia.

Alguns dados clinico-patologicos ndo estavam disponiveis, ou por
auséncia destas informacfes nos prontuarios medicos ou por nao se aplicarem
a determinados pacientes. Por exemplo, o0os pacientes que néo foram
submetidos a tratamento cirtrgico, como era de se esperar, ndo tiveram dados
referentes as margens de resseccado cirdrgica e sobre o grau de necrose da

peca cirurgica.

4.5 Estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa SPSS para Windows,
versdo 21.0, com auxilio dos estatisticos do Nucleo de Epidemiologia e
Bioestatistica (NEB) do HCB.

Para a categorizacdo das expressdes dos anticorpos de
citoplasma/membrana, ap0s a analise semi-quantitativa e semi-qualitativa, os
valores de corte do score final foram determinados através da curva ROC.
Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
seus respectivos intervalos de confianca de 95% foram estimados. Os pontos
de corte determinados pela curva ROC foram os valores que maximizaram
sensibilidade e especificidade na discriminagdo entre pacientes que
apresentaram o0s eventos metastase ou morte dos pacientes que nao
apresentaram estes eventos.

Para todas as variaveis, incluindo os dados clinico-demogréficos e

resultados das reagfes imuno-histoquimicas, foram calculadas as frequéncias
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e porcentagens. As associacfes entre a expressao imuno-histoquimica dos
anticorpos e os dados clinico-demogréficos foram realizadas por meio do teste
do qui-quadrado de Pearson (x2-teste) ou do teste exato de Fisher,
dependendo dos valores esperados nas tabelas de contingéncia.

A analise da sobrevida global foi feita através da construcdo de curvas
de Kaplan-Meier e para uma comparacao entre as curvas obtidas foi aplicado o
teste de log-rank. Ou seja, avaliamos se existia ou ndo diferenca estatistica
entre as distribuicdes das curvas obtidas. A sobrevida global foi definida como
o tempo entre a data do diagndstico e a data da ultima informacéo ou morte do
paciente por qualquer motivo. Com intuito de estimar o efeito conjunto das
variaveis independentes na sobrevida, foi aplicada uma analise multipla através
do método de Regressao de Cox. Para tal, além da inclusdo das variaveis que
apresentaram significancia estatistica pela analise univariada, foram incluidas
também as variaveis que apresentaram valor de p menor que 0,2 e, com 0S
ajustes deste método exploratorio, os fatores de progndéstico independentes
foram determinados. O nivel de significancia definido foi de 0,05 (5%) para

todos os testes aplicados.

4.6 Etica na pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (CEP-FMUSP) sob o numero
079/2015 (Anexo B) e pelo Comité de Etica em Pesquisa Hospital de Cancer
Barretos (CEP-HCB) sob o numero 935/2015 (Anexo C). Todos os gastos

financeiros provenientes deste estudo foram arcados pelo proprio pesquisador,
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ndo havendo outras fontes de financiamento. Todas as fases do estudo foram
realizadas nas dependéncias do HCB.

Os dados dos pacientes foram obtidos exclusivamente de forma
retrospectiva através dos prontuarios e blocos de parafina, ndo sendo
necessaria, portanto, a utilizacdo de termo de consentimento livre e
esclarecido.

O sigilo de todos os individuos esta garantido, ndo havendo divulgacéo
publica do nome ou de qualquer outra informacdo que possa identificar o
envolvimento dos mesmos neste estudo. Devido a necessidade de se manter
material estocado no Departamento de Patologia para possiveis testes
diagnoésticos futuros, os blocos de parafina ndo foram esgotados ou
prejudicados. Assim, trata-se de pesquisa com um riscO minimo ao
participante. Nao havera beneficio direto ao participante, no entanto, futuros
pacientes diagnosticados com TFSE poderdo se beneficiar do conhecimento

gerado durante este estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagcao da amostra

Foram analisados 113 casos de TFSE, dos quais 77 eram do sexo
masculino e 36 do sexo feminino (relacéo de cerca de 2:1). Em relacéao a etnia,
93 pacientes (83%) se autodeclararam brancos e 19 (17%) n&o-brancos. A
idade variou entre 2 e 67 anos, com média de 19 anos (desvio padrdo: 12) e
mediana de 17 anos (Q1: 12 e Q3: 21). Quando categorizados, 74 pacientes
(65,5%) eram criancas, adolescentes ou adultos jovens com 20 anos ou menos
e 39 pacientes (34,5%) eram adultos com mais de 20 anos.

Houve similaridade em relacéo a caracteristica topogréafica dos tumores,
observando-se 59 tumores axiais (52,2%) e 54 tumores periféricos (47,8%).
Quanto a localizagédo tecidual, 66 tumores eram primariamente 6sseos (58,4%)
e 47 (41,6%) originados de partes moles. Os ossos mais frequentemente
acometidos foram fémur (13,3%) e pelve (13,3%), seguidos por tibia (8%),
uamero (6,2%) e fibula (4,4%). Os tecidos moles mais frequentemente
acometidos foram os do tronco (18%), coxa/gluteo (8,8%) e cabeca e pescoco
(8%). As medidas dos tumores variaram entre 3,3 cm e 35,0 cm, com média
de 12,2 cm (desvio padréo: 5,8) e mediana de 11,0 cm (Q1: 8,5 e Q3: 14,5). Os
tumores considerados grandes corresponderam a maioria da amostra, com 69
casos (88,5%) contra 9 (11,5%) categorizados como pequenos.

Em relacdo a extensédo da doenca, 55 pacientes (50,5%) ja continham
metastases no momento do diagnostico, enquanto 54 pacientes (49,5%)
apresentavam doenca localizada. Os locais mais comuns de metastase foram

os pulmdes, com 40,7% dos casos, e 0Ss 0ss0s, com 17,7% dos casos. Quanto
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ao tratamento, 85 pacientes (75,9%) foram submetidos a quimioterapia neo-
adjuvante e 96 (86,5%) a quimioterapia adjuvante. Tratamento radioterapico
também foi administrado em 75 pacientes (67,6%) e cirurgia em 61 pacientes
(54,5%). A maioria das resseccodes cirurgicas (85,7%) foram realizadas com
preservacdao do membro afetado. Margens cirurgicas livres de neoplasia foram
alcancadas em 80,7% dos casos operados.

Progresséao/recorréncia da doenca ocorreu em 51 pacientes (47,7%),
sendo recidiva local observada em 28 pacientes (26,4%) e metastases em 43
pacientes (40,2%).

As caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes com TFSE estao

sumarizadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes com TFSE
(Hospital de Cancer de Barretos, 2001 - 2014)

Variavel Categoria N (%)
Sexo Feminino 36 (31,9)
Masculino 77 (68,1)
Etnia Branca 93 (83,0)
N&o Branca 19 (17,0)
Idade < 20 anos 74 (65,5)
> 20 anos 39 (34,5)
Tamanho do tumor Pequeno’ 9 (11,5)
Grande 69 (88,5)
Localizagao tecidual do tumor Osso 66 (58,4)
Partes Moles 47 (41,6)
Caracteristica topografica do tumor Axial 59 (52,2)
Periférico 54 (47,8)
Extensado da doenga no diagnostico Localizada 54 (49,5)
Metastatica 55 (50,5)
Margens cirargicas? Livres 46 (80,7)
Comprometidas 11 (19,3)
Grau de necrose? I 13 (35,1)
Il 9 (24,3)
I 4 (10,8)
v 11 (29,7)
Progressao/Recorréncia Nao 56 (52,3)
Sim 51 (47,7)
Status Vivo sem doenca 30 (26,5)
Vivo com doencga 11 (9,7)
Obito por cancer 71 (62,8)
Obito por outras causas 1(0,9)

1. <8 cm em 0sso ou £ 5 cm em partes moles;

2. Numero de casos operados e com a informacao disponivel.

A média de tempo de seguimento foi de 38,8 meses (desvio padréo:

41,2), variando entre 0,03 e 228,6 meses. A taxa de sobrevida global em 1 ano

foi de 69,9%, em 3 anos de 46% e em 5 anos de 30,3%.
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O Grafico 1 apresenta a curva de sobrevida global da série de pacientes

com TFSE.

Gréfico 1 - Curva de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier
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5.2 Estudo dos pontos de corte dos biomarcadores

Os pontos de corte de cada anticorpo de citoplasma ou membrana,
calculados pela curva ROC e suas respectivas sensibilidade, especificidade e

intervalos de confianca de 95% estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Pontos de corte dos anticorpos de acordo com a probabilidade
preditiva de prognaostico

Anticorpo  Ponto de corte*  Sensibilidade %  Especificidade % VPP % VPN %

(IC) (IC) (IC) (IC)
RKIP 5 80,3 27,6 74,4 34,8

(69,5 - 88,5) (12,7 - 47,2) (63,6-83,4) (16,4-57,3)
PTEN 5 39,2 75,9 80,6 32,9

(28-51,2) (56,5 - 89,7) (64-91,8) (21,9 - 45,4)
USP22 5 82,4 40 77,2 48

(71,8 -90,3) (22,7 -59,4) (66,4-859) (27,8-68,7)
MCT1 5 56,9 80,6 87,2 44,6

(44,7 - 68,6) (62,5-92,6) (74,3-95,2)  (31,3-58,5)
CAIX 5 52,8 28,6 52,8 28,6

(40,6 - 64,7) (13,2 -48,7) (40,6 -64,7)  (13,2-48,7)
GLUT1 5 22,3 93,3 89,5 32,2

(13,6 - 33,4) (77,9-99,2) (66,9-98,7) (22,6 -43)
MTAP 3 30,8 78,8 77,4 32,5

(20,8 - 42,2) (61-91) (58,9-90,4) (22,4-43)9)
p16 3 71 34,5 74 31,2

(59,5 - 80,9) (17,9 - 54,3) (62,4 -83,6) (16,1 - 50)
CD147 3 34,7 73,3 75,8 31,9

(23,8-46,7) (54,1-87,7) (57,7-88,9) (21,1-44,2)
PD-L1 3 19,7 88,5 82,3 28,7

(11,2 - 30,9) (69,9 - 97,6) (56,6 -96,2) (19,2 -40)
MCT2 2 31,5 81,5 82,1 30,6

(21,1-43,4) (61,9-93,7) (63,1-93,9) (20,2 -42,5)
MCT4 2 45,5 66,7 77,8 32,3

(34-57,2) (47,2-82,7) (62,9-88,8) (20,9 -45,3)

*O ponto de corte ideal foi determinado como o valor que simultaneamente maximizou
sensibilidade e especificidade. VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo

negativo; IC: Intervalo de confianca de 95%

5.3 Resultados do estudo imuno-histoquimico

Considerando-se 0s marcadores com expressao predominante no

citoplasma, as maiores frequéncias de expressdo positiva ocorreram com

RKIP, em 82 casos (78,1%), MTAP em 80 casos (72,1%), pl6 em 73 casos
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(69,5%) e PTEN, em 67 casos (65%). Lembrando que, com estes quatro
marcadores, 0s casos com perda ou diminuicdo da expressao eram 0S
considerados biologicamente alterados, ou seja, com deficiéncia da proteina e,
portanto, eram os de maior interesse para as associagcdes com prognostico. A
menor frequéncia de expressao citoplasmatica positiva foi observada com
USP22, em 48 casos (46,2%) no entanto a analise adicional da expresséo
nuclear deste marcador demonstrou positividade em uma parcela maior dos
tumores, o que ocorreu em 70 casos (67,3%). A Figura 16 mostra a
imunoexpressao dos anticorpos acima citados.

Entre os marcadores caracteristicamente expressos na membrana, a
maior frequéncia de expressao positiva ocorreu com MCT1, em 47 casos
(44,8%) e as menores ocorreram com GLUT1, em 19 casos (17,9%) e PD-L1,
em 17 casos (17,5%). A Figura 17 mostra a expressao imuno-histoquimica dos
marcadores de membrana relacionados ao metabolismo celular e a Figura 18
mostra a expresséo de PD-L1.

Em relagdo aos marcadores nucleares, Ciclina D1 apresentou
hiperexpressdo em 74 casos (72,5%). A proteina p53 apresentou
hiperexpressao em 18 casos (17,3%). STAG2, cuja importancia esta associada
a sua deficiéncia, mostrou perda de expressdo em 26 casos (24,8%).
Expressao positiva para o marcador Brachyury ocorreu em 49 casos (51%).
OCT4, com nenhum caso (0%), e SALL4, com 2 casos (1,9%), foram os
marcadores com as menores frequéncias de casos positivos. A Figura 19

mostra a imunoexpressao dos marcadores nucleares.
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Figura 16 - Imagens de exemplares dos marcadores citoplasmaticos (400X).A: pl6
negativo (quadro menor: exemplo de caso positivo); B: PTEN negativo (quadro menor:
exemplo de caso positivo) C: MTAP negativo (quadro menor: exemplo de caso
positivo); D: RKIP negativo (quadro menor: exemplo de caso positivo); E: USP22
positivo no citoplasma (quadro menor: exemplo de caso negativo); F: USP22 positivo
no nucleo
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Figura 17 - Imagens de exemplares positivos dos marcadores de membrana (400X).
A: MCT1; B: MCT2; C: MCT4; D: CD147; E: GLUT1; F: CAIX
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Figura 18 - Fotografia de um caso classificado como positivo para PD-L1
(400X).Observa-se intensidade de marcagéao fraca e expressdo em cerca de 30% das
células neoplasicas (score final: 3)
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Figura 19 - Imagens de exemplares dos marcadores nucleares (400X) A:
hiperexpresséo de p53; B: perda de expressao de STAG2 (quadro menor: exemplo de
caso positivo); C: hiperexpresséo de Ciclina D1; D: Brachyury positivo
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5.4 Associagao dos biomarcadores com dados clinico-patolégicos

Observaram-se associacdes estatisticamente significativas entre alguns
biomarcadores e dados clinico-patolégicos pelos testes de qui-quadrado (x2)
de Pearson ou exato de Fisher. A hiperexpressdo de p53 se associou com
doenca metastatica no diagnéstico (p = 0,017) e idade acima de 20 anos (p =
0,04). Os marcadores USP22 (p = 0,017) e GLUT1 (0,004) demonstraram
associacfes estatisticamente significativas com a localizacdo 6ssea dos
tumores, enquanto MCT2 (p = 0,009) se associou com tumores de partes
moles. A expressdo positiva do marcador Brachyury apresentou associacao
significativa com etnia ndo-branca (p = 0,04) e topografia axial dos tumores (p =
0,025). A Tabela 4 descreve os resultados das associa¢gdes dos biomarcadores
p53, USP22, GLUT1l, MCT2 e Brachyury com as caracteristicas clinico-
patologicas. Os demais biomarcadores (Ciclina D1, p16, MTAP, STAG2, PTEN,
RKIP, PD-L1, MCT1, MCT4, CD147, CA IX, OCT4 e SALL4) ndo apresentaram
associacao significativa com as caracteristicas cinico-patoldgicas, como mostra

a Tabela 5.
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5.5 Associagao dos biomarcadores com o prognoéstico

5.5.1 Analise simples

56

Houve associagéo significativa entre a expressdao dos biomarcadores

MTAP, p53, USP22, MCT1 e GLUT1 e a sobrevida global, de acordo com os

métodos de Kaplan-Meier e log-rank, como pode ser observado na Tabela 6.

Os Gréficos 2-6 mostram as curvas de sobrevida para cada um destes

biomarcadores.

Tabela 5 - Probabilidade de sobrevida global dos pacientes com TFSE para a
expressao dos biomarcadores MTAP, p53, USP22, MCT1 e GLUT1

Biomarcador N° de casos N° de 6bitos Sobrevida Global p-valor
1 ano 3 anos 5 anos
Negativo 8il 24 58,1% 37,3% 11,5%
MTAP Positivo 80 46 75,0% 50,7% 37,2% 0,028
H = 0, 0, 0,
p53 Bf'fuxa expresséo 86 50 75,6% 55,7% 35,7% < 0,001
Hiperexpressao 18 17 38,9% 0,0% 0,0%
Negativo 56 45 60,7% 30,4% 9,7%
usp22 Positivo 48 23 79,2% 59,1% 47,9% <0.001
Negativo 58 30 79,3% 60,3% 39,3%
McT Positivo 47 37 57,4% 30,1% 17,5% 0,002
Negativo 87 53 75,9% 50,1% 32,9%
GLUT Positivo 19 15 47,4% 29,6% 15,8% 0,04




Grafico 2 - Curvas de sobrevida global para o biomarcador MTAP
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Gréfico 3 - Curvas de sobrevida global para o biomarcador p53
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Gréfico 4 - Curvas de sobrevida global para o biomarcador USP22
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Gréfico 5 - Curvas de sobrevida global para o biomarcador MCT1

1.0 MCT1
?K_) —IINegative

I Positive

05 11\ i

Sobrevida
—

0.4= L*L
0.2 ]H

0.0

T T T T T T T T T T
0 | 24 I 48 I 72 I 96 I 120 I 144 | 168 | 192 | 216 |
12 36 60 84 108 132 156 180 204 228

Tempo (meses)



59

Gréfico 6 - Curvas de sobrevida global para o biomarcador GLUT1
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Os demais biomarcadores ndo apresentaram associagao significativa
com sobrevida global pela andlise simples, como pode ser observado na

Tabela 7.
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Tabela 6 - Probabilidade de sobrevida global dos pacientes com TFSE para a
expressdo dos demais biomarcadores

Biomarcador N° de casos N° de 6bitos Sobrevida Global p-valor
1 ano 3 anos 5 anos
16 Negativo 43 19 71,9% 52,1% 34,7% 0.27
P Positivo 62 49 68,5% 43,4% 26,8% ’
- Baixa expressao 28 20 60,7% 36,8% 24 ,5%
Ciclina D1 Hiperexpressao 74 45 71,6% 49,9% 32,8% 0.25
Negativo 26 21 61,5% 31,8% 13,6%
AL Positivo 79 47 72,2% 49,1% 35,1% ez
Negativo 36 25 63,9% 39,1% 26,0%
PTEN Positivo 67 41 71,6% 51,2% 32,2% 0,337
Negativo 23 il 65,2% 42.5% 31,9%
L5 Positivo 82 53 69,5% 47,3% 28,9% 0.834
Negativo 72 46 66,7% 43,4% 32,3%
MCT2 Positivo 28 20 75,0% 47 7% 21,7% 0.881
Negativo 62 39 67,7% 48,7% 31,4%
L Positivo 45 31 71,1% 40,0% 24.6% Ll
Negativo 69 42 75,4% 51,2% 33,9%
CD147 Positivo 33 24 57,6% 32,8% 19,1% 0,073
Negativo 58 36 70,7% 48,0% 36,1%
o Positivo 42 30 66,7% 41,8% 23,6% Ul
Negativo 47 36 61,7% 37.8% 22.2%
Brachyury o sitivo 49 27 755%  527%  347% 0.136
Negativo 80 53 70,0% 45,7% 27,5%
el Positivo 17 12 52,9% 34,3% 25,7% R
OCT4 Negativo 107 69 69,2% 45,9% 294%
Positivo 0 0 0,0% 0,0% 0,0%
SALL4 Negativo 105 68 69,5% 46,0% 29,0% 0,65

Positivo 2 1 50,0% 50,0% 50,0%
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Algumas caracteristicas clinico-patolégicas também se associaram com
a sobrevida global, como é observado na Tabela 8. Pacientes brancos tiveram
desfechos clinicos significativamente melhores do que os pacientes néo-
brancos (p = 0,002), enquanto doenca metastatica no diagnostico e idade
acima de 20 anos se associaram com menores taxas de sobrevida (p = 0,003 e

p = 0,023, respectivamente).

Tabela 7 - Sobrevida global para as caracteristicas clinico-patoldgicas

Variavel N° de casos N° de dbitos Sobrevida Global (%) p-valor
1 ano 3 anos 5 anos

Sexo

Feminino 36 20 75,0% 49,3% 36,1% 0,476

Masculino 77 52 67,5% 44 7% 27.7%

Etnia

Branca 93 54 74,2% 51,9% 35,7% 0,002

Nao Branca 19 17 52,6% 21,1% 7,0%

Idade

<20 anos 74 44 75,7% 54,5% 35,8% 0,023

> 20 anos 39 28 59,0% 26,9% 17,9%

Tamanho do tumor
Pequeno 9 4 88,9% 55,6% 55,6% 0,162
Grande 69 a7 65,2% 43 1% 24 1%

Localizagao tecidual
Osso 66 45 74,2% 42.6% 26,5% 0,602
Partes Moles 47 27 63,8% 52,2% 37,0%

Caracteristica

topografica do tumor

Axial 59 38 67,8% 41,8% 32,2% 0,614
Periférico 54 34 72,2% 50,4% 31,7%

Extensao da doenca
no diagnéstico

Localizada 54 27 79,6% 61,7% 43,1% 0,003
Metastatica 55 42 60,0% 29,0% 20,1%

Margens cirurgicas

Livres 46 25 93,5% 68,5% 38,0% 0,634
Comprometidas 1 5 72,7% 47 7% 47 7%

Grau de necrose
|

]

[

\Y

100,0% 44,9% 23,9% 0,058
77,8% 48,6% 32,4%
100,0% 100,0% 25,0%
100,0% 100,0% 76.2%

oo
N W oo
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5.5.2 Analise multipla

Pelo método de Regressao multipla de Cox, os biomarcadores MTAP (p
= 0,039), p53 (p < 0,001) e Brachyury (p = 0,008) foram identificados como
marcadores independentes de prognéstico, mostrando associagado
estatisticamente significativa com a sobrevida global. Entre as caracteristicas
clinicas, etnia (p = 0,001) e extensdo da doenca no diagnéstico (p = 0,002)
apresentaram impacto na sobrevida global de forma independente. A Tabela 9
apresenta as estimativas de risco relativo de acordo com os resultados da

Regressédo multipla de Cox.

Tabela 8 - Risco Relativo pelo Modelo de Cox Mdltiplo para sobrevida global

Variaveis N° de casos N° de ébitos Risco IC 95% Valor p
relativo Inferior  Superior

Etnia

Branca 93 54 1 ———- — 0.001

Nao-branca 19 17 3,401 1,643 7,037 ’

Extensao da doenga no
diagnéstico

Localizada 54 27 1 - - 0.002
Metastatica 55 42 2,476 1,400 4,377 '
MTAP

Negativo 31 24 1,818 1,029 3,215 0039
Positivo 80 46 1 - —- ’
p53

Baixa expressao 86 50 1 - —-- <0.001
Hiper-expressao 18 17 3,368 1,737 6,531 ’
Brachyury

Negativo 47 36 2,227 1,237 4,000 0008

Positivo 49 27 1 — —_—
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6 DISCUSSAO

Os TFSE sao neoplasias agressivas e com desfechos clinicos
desfavoraveis, embora tenha se observado nas ultimas décadas uma sensivel
melhora das taxas de sobrevida. Isto é atribuido, em grande parte, a uma
abordagem terapéutica mais integrada, com utilizacdo de protocolos bem
padronizados que incluem quimioterapia em todas as fases de tratamento,
cirurgia e radioterapia. Entretanto, infelizmente a presenca de doenca
localmente avancada ou metastatica no diagnéstico ainda é frequentemente
observada no Brasil****?. Apesar de avancos tecnolégicos e do conhecimento
destes tumores, ainda ha muito a se fazer, especialmente com a chegada da
atual era da medicina personalizada.

O profundo conhecimento clinico e molecular de cada paciente portador
de TFSE sera fundamental para o direcionamento de terapias alvo-especificas
em um futuro proximo. O presente estudo constitui uma documentacdo
consideravel de TFSE em uma populacéo brasileira, atestando sua diversidade
clinico-patolégica e apontando biomarcadores com valor prognéstico e

potencial como alvos moleculares.

6.1 Caracterizagao geral da casuistica

Neste estudo foram analisados 113 casos de TFSE. Assim como é feito
rotineiramente na maioria absoluta dos laboratorios de patologia, o0s
diagnosticos foram fundamentados na correlagdo das caracteristicas

morfoldgicas, imuno-histoquimicas e clinico-radiologicas. O exame de FISH,
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portanto, foi utilizado como método complementar somente nos casos em que
houve duvida no diagnostico e, embora isto possa ser considerado uma
limitacdo cientifica deste estudo, acreditamos ter representado bem a realidade
diagndstica praticada nos laboratérios, especialmente brasileiros. E importante
nao ignorar o valor da imuno-histoquimica, considerando-se o custo-beneficio
desta técnica e sua disponibilidade. Além disso, € importante que os médicos
estejam conscientes das limitacdes das técnicas de diagndstico molecular,
incluindo a ndo especificidade das alteracbes de EWSR1 e o alto custo. O
exame de FISH mais utilizado para pesquisa de rearranjos do gene EWRL1, que
€ com uma sonda do tipo "break-apart”, ndo permite a observacdo do parceiro
genético e, consequentemente, ndo é suficiente para excluir outras neoplasias
que também tém rearranjos neste gene, como lipossarcoma mixéide, tumor
desmoplasico de células redondas, condrossarcoma mixoide extraesquelético e

carcinoma mioepitelial™*

. Ademais, as outras sondas de FISH e os primers de
RT-PCR comercialmente disponiveis estdo limitados a apenas os transcritos de
fusdo mais prevalentes e, como existem outras fusdes variantes nos TFSE e
nos TFSE-similes, a analise molecular auxiliar pode ser negativa, como
mostraram recentemente Noujaim et al. (2017)*3. Ainda assim, pretendemos
em breve, em um estudo posterior, proceder com a analise genética de todos
0S casos, por meio de uma parceria com o Instituto Valenciano de Oncologia,
na Espanha, que incluira, além da pesquisa das transloca¢cdes mais comuns, a
pesquisa de outras alteracdes genéticas que possam, futuramente,
subclassificar ou reclassificar os tumores.

Em relacdo aos dados demograficos, estes foram, em sua maioria,

semelhantes aos da literatura®*?***411®  Empora haja uma clara predilecéo
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dos TFSE pelo sexo masculino nos estudos prévios, variando de 1,3 a 1,9
pacientes do sexo masculino para cada paciente do sexo feminino>314114116
nossa distribuicdo do género demonstrou uma proporcdo ainda maior de
pacientes masculinos (2:1), semelhantemente aos achados de Rehki et al.
(2013)°, o que pode meramente refletir uma particularidade demogréfica
inerente a populacéo estudada.

Sabe-se que, embora mais frequentes em criancas e adolescentes, o0s
TFSE também acometem adultos de todas as faixas etarias®®*1%17 A maior
parte dos pacientes em nosso estudo tinham menos de 20 anos de idade
(65,5%, n=74) refletindo a preponderancia de individuos mais jovens nos
TFSE, em concordancia com a literatura, embora a frequéncia de adultos
acima de 20 anos na presente populacdo tenha sido um pouco mais elevada
do que a encontrada em estudos prévios®'#13114118 Entretanto, muitos estudos
em TFSE séo realizados somente com populacdo pediatrica ou em faixas
etarias limitadas, o que impossibilita uma analise global da idade'?***°>. Em
nossa casuistica, foram incluidos pacientes de todas as faixas etarias, sem um
limite de idade inferior ou superior. O paciente mais novo tinha 2 anos de idade,
enquanto o mais velho tinha 67 anos. A média de idade foi de 19 anos e
mediana de 17 anos, valores semelhantes aos encontrados por outros estudos
que também incluiram adultos, sem limitacdo da idade, como os de Bacci et al.
(2007)*** | Rekhi et al. (2013)* e o estudo retrospectivo de Lee J et al. (2010)**°
que analisaram 725 casos de TFSE através da base de dados do registro de
cancer da Califérnia, EUA.

Para a pesquisa de fatores progndsticos clinicos, em uma avaliacao

inicial, observou-se que a idade dos pacientes teve associacdo com a
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sobrevida global (p = 0,003). Pacientes com idade acima de 20 anos
demonstraram sobrevida global inferior a de pacientes mais jovens, segundo a
analise simples. Pela andlise multipla, entretanto, a idade ndo apresentou
impacto na sobrevida dos pacientes de forma independente. Os dados na
literatura em relacdo a importancia da idade para o prognostico sao variados e
controversos. Nossos resultados, embora ndo tenham definido idade como
fator independente de prognéstico, sdo concordantes com os de outros estudos

gue descrevem esta associacao de idade mais avancada com menores taxas

15,115-117 117

de sobrevida , enfatizando-se os estudos de Karski et al. (2013)™"" e Lee
J et al. (2010)*® que levantaram dados de 2780 pacientes e 725 pacientes,
respectivamente.

Os TFSE sao reconhecidamente mais frequentes em pacientes brancos
guando ha uma comparacdo com pacientes de outras etnias, segundo dados
da literatura®®**8119  jawad et al. (2009)*'® em uma analise retrospectiva de
1631 casos provenientes da base populacional do programa SEER (Vigilancia,
Epidemiologia e Resultados Finais) do NCI (Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos) mostraram que caucasianos tinham uma incidéncia de TFSE
9 vezes maior do que afro-americanos. No presente estudo 83% dos pacientes
(n=93) eram brancos, corroborando os dados da literatura e apresentando
nameros praticamente idénticos aos do primeiro estudo multicéntrico do Grupo
Brasileiro para Tratamento dos TFSE, de Brunetto et al. (2015)**, que mostrou
82,9% de pacientes brancos em um total de 175 casos estudados.

A etnia se revelou um fator prognadstico independente em nosso estudo

(p=0,003). Pacientes nao-brancos tiveram taxas de sobrevida global inferiores

aguelas de pacientes brancos. De fato, o0s pacientes nao-brancos
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apresentaram um risco 3,4 vezes maior de Obito quando comparados a
pacientes brancos (IC 95%, 1,64 - 7,03). Worch et al. (2010)**°, em um amplo
estudo retrospectivo de 1715 pacientes da base de dados do SEER, mostraram
que a sobrevida global foi significativamente diferente de acordo com a
etnia/raca dos pacientes, sendo inferior em pacientes ndo-brancos, em
concordancia com 0s nossos resultados. Estas diferencas nos desfechos
clinicos podem refletir diferencas socioeconémicas, diferencas biolégicas ou
uma combinacdo desses fatores. Sabe-se que a realidade socioecondmica da
populacdo ndo-branca, especialmente negra e indigena, é extremamente
desfavoravel no Brasil. O baixo nivel socioecondmico poderia limitar ou atrasar
0 acesso destes pacientes ao diagnéstico e tratamento, influenciando assim
seus prognosticos. As diferencas biolégicas podem incluir variacbes na
agressividade do tumor e fatores préprios do hospedeiro, como diferencas
genéticas que influenciariam no metabolismo dos tumores e na resposta ao
tratamento™®. No entanto, sdo necessarios estudos mais amplos e
concentrados na investigacdo destas possiveis diferencas biologicas e
genéticas entre as etnias, bem como estudos adicionais sobre as disparidades
no acesso a saude para avaliar o papel destes fatores na explicacdo das
diferencas de resultados observadas.

A caracterizacdo da casuistica também mostrou que um pouco mais da
metade (50,5%) dos pacientes (n=54) apresentaram-se com doenca
metastatica no diagnostico. Esta frequéncia é substancialmente superior a
descrita na literatura, que tipicamente descreve a frequéncia de casos com

metastase no diagndstico em torno de 25%%!2131® Brunetto et. al (2015)** ja

haviam demonstrado uma proporcdo significativamente maior de pacientes
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com doenca metastatica em uma populacdo brasileira, sugerindo que esta
caracteristica poderia refletir uma associacdo de multiplos fatores relacionados
ao acesso e eficiéncia do sistema de saude no Brasil. O Hospital de Cancer de
Barretos (HCB) é um centro brasileiro de referéncia em cancer que atende
pacientes de todos os estados brasileiros com 100% dos servigos gratuitos,
contemplados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e, portanto, um viés de
referéncia por receber casos mais avancados da doenca deve ser considerado.
Embora o status socioecondmico néo tenha sido uma variavel estudada nesta
pesquisa, a possibilidade deste fator ter influenciado a frequéncia de casos
com doenca metastatica no diagndstico ndo pode ser afastada, como
demonstraram Lee J et. al (2010)*°. Muitos pacientes tratados no HCB
encontram-se em niveis socioecondmicos baixos e sdo recebidos apos ja
terem passado por outros centros menores e menos especializados em suas
regibes, sendo admitidos ap6s um longo atraso de diagndstico e inicio de
tratamento. A extensdo da doencga no diagnéstico é o fator prognéstico mais
consistente segundo a literatura®?*416118120 g resultados do presente estudo
foram concordantes com os estudos prévios, observando-se sobrevida global
significativamente inferior nos pacientes com doenca metastatica, como era
esperado. A analise mdltipla confirmou doenca metastatica no diagnostico
como um fator prognoéstico independente em TFSE (p=0,002).

Os tumores axiais neste estudo foram ligeiramente mais frequentes do
gue os tumores periféricos (52,2% vs 47,8%), concordando com outros estudos

encontrados na literatura****°

, N0 entanto sem associacdo com prognastico.
Em relacéo a localizacéo tecidual do tumor primario, 58,4% dos tumores eram

0sseos e 41,6% de partes moles, dados concordantes com a literatura quanto a
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supremacia dos SE 6sseos'4!1°

, porém um pouco diferentes quanto a
proporcao, notando-se um namero elevado de casos de SEE (n=47). Karskii et
al. (2013)*’, em um estudo que incluiu 2780 pacientes da base de dados do
programa SEER, demonstraram que em pacientes adultos com mais de 40
anos de idade ha uma maior chance de ocorréncia de tumores extra-
esqueléticos em comparacdo a pacientes mais jovens. Uma explicacao
plausivel para a quantidade de SEE em nosso estudo seria 0 numero
consideravel de adultos na série, sendo que 9 pacientes (8%) estavam acima
de 40 anos de idade no momento do diagnadstico.

Em relacdo ao valor prognostico da localizacdo tecidual dos tumores

15120122 cash et al.

primarios, a literatura apresenta resultados variados
(2016)" e Applebaum et al. (2011)*** apresentaram resultados semelhantes,
indicando melhor sobrevida global para os sarcomas de Ewing
extraesqueléticos (SEE), no entanto concluiram seus estudos com opinides
divergentes. Os primeiros apdiam a prética atual de tratar estes dois subgrupos
com abordagens semelhantes pois a diferenca clinica é relativamente pequena,
apesar dos desfechos encontrados. Ao contrario, os segundos autores
defendem a tese de que os SEE sdo um importante subtipo dos TFSE com
diferencas biologicas e que podem exigir diferentes estratégias de tratamento.
Em nosso estudo, os SEE ndo mostraram desfechos clinicos estatisticamente

21 o Orr

diferentes dos SE 6sseos, em concordancia com Lee JA et al. (2010)
et al. (2012)'*°. Entretanto, ressaltamos novamente que a utilizacdo de
biomarcadores prognosticos poderia auxiliar na estratificacdo de risco dos

pacientes e orientacdo para abordagens terapéuticas distintas,

" Dado complementar n&o incluido nos resultados
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independentemente da localizacao tecidual da neoplasia, além de serem muito

promissores para o desenvolvimento futuro de terapias alvo-especificas.
Embora o tamanho do tumor primario seja também descrito como um

importante  fator prognéstico em alguns estudos encontrados na

literatura®>116-118

, N0ssos resultados ndo mostraram associacdo desta variavel
com a sobrevida global. Este fato poderia ser explicado pelo grande numero de
pacientes com tumores volumosos e metastases ja no momento da admissao
no HCB, ou seja, ja com perspectivas de prognostico desfavoravel,
infelizmente. Enquanto na literatura os TFSE grandes no diagndstico variam
entre 46,2% e 60,6%110118120 1o presente estudo os tumores grandes
corresponderam a destoante proporcdo de 88,5% (n=69). Tumores realmente
muito grandes, como um que media 35,0cm, foram observados nesta série.
Mais uma vez, um viés proprio dos centros de referéncia de cancer por
receberem casos mais avancados, somado ao perfil socioeconémico da
populacédo tratada no HCB, o dificil acesso aos servi¢os regionais de saude e o

atraso no diagndéstico ndo podem ser excluidos para justificar esta grande

frequéncia de tumores grandes.

6.2 Caracterizagao geral dos biomarcadores

O presente estudo permitiu caracterizar em conjunto a expressao de
marcadores de diferentes classes bioldgicas nos TFSE, incluindo marcadores
relacionados a supresséao tumoral (MTAP, p16, p53, PTEN e RKIP), envolvidos
na proliferacédo celular (Ciclina D1, STAG2), vias de reparo do DNA e células

tronco (USP22, OCT4 e SALL4), reprogramacdo metabolica das células



72

tumorais (MCT1, MCT2, MCT4, CD147, GLUT1 e CA IX), atividade imune (PD-
L1) e no processo de transicéo epitelial-mesenquimal (Brachyury). E importante
considerar que, para a maioria destes biomarcadores, este foi o primeiro
estudo que avaliou a sua expressdo no contexto nacional e internacional,
através de um método de alto rendimento que € o TMA.

A determinacdo dos pontos de corte de positividade imuno-histoquimica
baseada na area sob a curva Roc permitiu definir os scores associados aos
eventos clinicos desfavoraveis, ou seja, metastase e O6bito, assim como
determinar a sua sensibilidade e especificidade. Por se tratar de biomarcadores
nunca antes avaliados em TFSE ou pouco explorados, estes pontos de corte
podem servir como um modelo para avaliacdo imuno-histoquimica em futuros
estudos.

As descobertas em relacdo as frequéncias de imunoexpressdo dos
biomarcadores podem indicar um panorama com novas possibilidades
terapéuticas voltadas aos seus mecanismos bioldgicos. PD-L1, por exemplo,
que é uma proteina com papel importante na sobrevivéncia das células
tumorais por diminuir a resposta imune, apresentou positividade em 17,5% dos
casos (n=17). Este marcador é atualmente um dos principais alvos no campo
da imunoterapia, visto que anticorpos monoclonais inibidores do eixo
PD1/PDL1 tém sido promissores em uma variedade de tumores como
melanoma, cancer de pulméo e rim®1%®%7 0O estudo de Lussier et al. (2015)
demonstrou que a inibicdo de PD1/PD-L1 em um modelo de ratos para
osteossarcoma metastatico foi capaz de diminuir a carga tumoral e melhorar a
sobrevivéncia'®®. Os resultados encorajadores dos tratamentos com

bloqueadores do eixo PD1/PD-L1 indicam que a sua utilizagdo em sarcomas
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pediatricos e outros tumores solidos, incluindo TFSE, seja uma tendéncia
l6gica’®.

O biomarcador MTAP mostrou perda de expressao em 27,9% dos casos
(n = 31) desta série. As pesquisas envolvendo outros tipos de cancer, como o
estudo de De Oliveira et al. (2016) em cancer de mama, mostraram que as
células tumorais com perda de MTAP, devido a delecdo do gene ou a
metilacdo do promotor de MTAP, sdo mais sensiveis a agentes inibidores da
sintese de purinas, como metotrexate (MTX), azathioprine (AZA) e 5'-
fluorouracil (5'-FU)***%*2_ Este fato somado aos achados do presente estudo,
especialmente a associacdo de MTAP com o prognadstico, que sera discutida
adiante, reforca a hipotese de que este biomarcador tem grande potencial
terapéutico em TFSE, para futuras abordagens moleculares alvo-especificas ou
como um preditor de resposta a possiveis esquemas alternativos de
quimioterapia.

Em teoria, além destes citados acima, todos os marcadores que
mostraram expressao aberrante em uma parcela dos tumores poderiam
futuramente ser utilizados como alvos terapéuticos. Entretanto, as frequéncias
de positividade e negatividade de cada um dos biomarcadores desta série nao
serao discutidas individualmente, visto que o objetivo priméario deste estudo é a
identificacdo dos biomarcadores como fator prognostico em TFSE. Ainda
assim, independentemente da relacdo com prognostico, este estudo € uma
documentacgdo importante de biomarcadores em TFSE e pode significar um
ponto de partida para outros estudos. Em contrapartida, ha um longo caminho
a ser percorrido na perspectiva da utilizacdo pratica destes marcadores como

alvos terapéuticos. Entre os proximos passos neste caminho estardo estudos
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para determinar se o bloqueio/estimulo de determinada via de sinalizacao
relacionada a um biomarcador podera melhorar a sobrevida dos pacientes.
Ademais, para alguns marcadores ha necessidade de uma validacdo dos
pontos de corte da avaliacdo imuno-histoquimica para resposta a tratamento
em séries prospectivas ou linhagens celulares.

Como perspectiva futura, esté previsto um estudo in vitro de inibicdo ou
estimulo em culturas celulares e um ensaio complementar em modelos in vivo
para a maioria dos biomarcadores deste estudo. Isto podera contribuir para a
identificacdo daqueles que poderédo ser aplicados como alvos terapéuticos em

TFSE.

6.3 Associagcao dos biomarcadores com dados clinico-patologicos

As associagbes mais relevantes entre a expressdo dos biomarcadores
com as caracteristicas clinico-patologicas foram aquelas que envolveram p53.
A hiperexpressdo deste biomarcador foi significativamente associada a
pacientes com metastase no diagndstico e com idade acima de 20 anos. Dos
casos com doenca metastatica no diagndéstico, 26% eram hiperexpressos para
p53 contra 8% dos casos com doenca localizada. Entre os pacientes com mais
de 20 anos, 27,8% apresentaram hiperexpressao de p53 contra 11,8% dos
pacientes com 20 anos ou menos. Como ja discutido anteriormente, metastase
no diagnadstico foi um fator progndstico independente e pacientes com mais 20
anos apresentaram sobrevida global significativamente inferior a de pacientes
mais jovens. Portanto, a hiperexpresséo de p53 mostrou associagdo com duas

caracteristicas clinico-patolégicas que, no minimo, foram indicadores de mau
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prognostico. A associacdo de p53 com o progndstico, entretanto, sera discutida
adiante.

As associacfes com outros biomarcadores, embora tenham produzido
alguns resultados significativos em termos estatisticos, ndo apresentaram
relevancia do ponto de vista clinico e seus mecanismos néo foram explorados

neste estudo.

6.4 Biomarcadores como fator prognéstico

Pela andlise simples, as expressdes dos biomarcadores MCT1, GLUT1,
USP22, MTAP e p53 se correlacionaram com a sobrevida global. A
positividade para MCT1 e GLUT1 e a hiperexpressdo de p53 tiveram impacto
negativo na sobrevida (p=0,002, p=0,04 e p<0.001, respectivamente), em
contraste com MTAP (p=0,028) e USP22 (p<0,001), cujas perdas de expresséo
€ gue mostraram relacdo com sobrevidas inferiores.

MCT1 e GLUT1 fazem parte do grupo de biomarcadores relacionados ao
metabolismo energético das células tumorais e tém papéis importantes nas

adaptacdes do microambiente tumoral®

. Ambos agem mantendo o fendtipo
glicolitico das células dos tumores solidos, ora através do efluxo de lactato, no
caso de MCT18®, ora através do influxo de glicose, no caso de GLUT1%. Neste
estudo foi observada uma frequéncia de 44,8% (n=47) de casos positivos para
MCT1 e 17,9% (n=19) de casos positivos para GLUT1, sugerindo que uma
parcela consideravel dos tumores tinham um fendtipo hiperglicolitico. Apesar

de ndo haver outros estudos destes marcadores em TFSE, nossos achados

corroboram as evidéncias prévias da literatura que demonstram associagcéo
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entre a expressao destas proteinas e pior prognostico em outros tipos de
cancer de fendtipo glicolitico, como cancer de mama®®, estomago®® e sarcomas
de partes moles®’. Esta associacdo pode ser explicada pelo fato do fenétipo
glicolitico geralmente estar associado com caracteristicas de maior
agressividade tumoral®,

USP22, considerado um dos marcadores de células-tronco em cancer, é
uma subunidade do complexo SAGA, necessaria para a transcricdo e
progressdo do ciclo celular®®. A expressdo positiva de USP22 tem sido
associada com mau prognéstico em tipos variados de cancer como hepatico®,

1°* e pulm&o®. No presente estudo, entretanto, foi

da tireoide®®, colorreta
observada menor sobrevida nos casos com perda de expresséo, o que ocorreu
em 53,8% dos casos (n=56). Ou seja, neste estudo, diferentemente dos
resultados em outros tumores, USP22 positivo foi um fator de protecao para os
pacientes com TFSE. Isto pode refletir uma nova funcdo desta proteina.
Contudo, mesmo em tecidos normais, 0S mecaniSmos precisos para as
funcdes e regulacdo de USP22 no ambito molecular ainda ndo foram
completamente elucidados*®*. Como este é o primeiro estudo de USP22 em
TFSE, é perceptivel a necessidade de novos ensaios na tentativa de esclarecer
estes resultados.

Na analise multipla (Regressédo de Cox), entre os biomarcadores com
significancia na analise simples, somente MTAP e p53 mostraram associacéo
significativa com a sobrevida global de forma independente, além do
biomarcador Brachyury.

A inativacdo de MTAP e a perda de sua expressao estdo associadas a

maior sintese de novo de purinas, o0 que resulta em maior proliferacdo celular
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e, consequentemente, subtipos de tumores mais agressivos®. No estudo de Su
et al. (2014), a perda de expressdo de MTAP em uma série de carcinomas do
tipo "ndo-pequenas ceélulas" do pulméo, avaliada por imuno-histoquimica, se
associou independentemente com o progndstico®®. Também em linha com os
nossos resultados, He et al. (2015) demonstraram que a deficiéncia de MTAP
foi correlacionada com um fenotipo mais agressivo de carcinoma nasofaringeo
e com piores sobrevidas'®® e, recentemente, Nan et al. (2017) concluiram que
a baixa expressdo de MTAP foi associada a pior prognéstico em cancer de
ovario'?®. No presente estudo, os pacientes com perda de expresséo de MTAP
apresentaram um risco de Obito 1,81 vezes maior quando comparados a
pacientes com a sua imunoexpressao positiva (IC 95%, 1,02 - 3,21). Com estas
evidéncias, fica demonstrado que a perda de expressdo de MTAP podera ser
atil como um preditor de pior progndstico nos pacientes com TFSE. Ademais,
isto podera auxiliar na elaboracdo de uma futura estratificacdo de risco para
estes tumores, juntamente com os outros biomarcadores e fatores clinicos
associados ao prognostico.

A respeito do biomarcador p53, embora as mutacdes somaticas no gene
sejam observadas em até 50% de todos os tipos de cancer®®, nos TFSE elas
sdo incomuns, como mostraram Brohl et al. (2014)°’ e Tirode et al. (2014)%°. Na
presente série, foi observada hiperexpressao de p53 em 17,3% dos casos
(n=18) e uma associacdo com pior sobrevida global, além de outros dois
indicadores de pior prognostico, como doenca metastatica no diagnostico e
idade acima de 20 anos. Pacientes com hiperexpressao de p53 apresentaram
um risco de o6bito 3,36 vezes maior do que o0 risco em pacientes com baixa

expressdo (IC 95%,1,73 - 6,53). Estes dados corroboram o0s estudos
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prévios?”*® demonstrando associacdo de hiperexpressdo de p53 com piores
prognésticos em TFSE. A hiperexpressao de p53 é o resultado do acumulo da
proteina no ndcleo das células quando esta torna-se nao-funcional devido as
mutacBes no gene, que € um gene supressor tumoral. A proteina aberrante
perde o efeito de supressao tumoral e, consequentemente, leva a instabilidade
genética e & maior proliferacdo celular’®. Embora nédo haja um consenso na
literatura sobre critérios para a interpretacdo de resultados da expressédo
imuno-histoquimica de p53 especificamente em TFSE, acreditamos que 0 uso
de um ponto de corte baixo poderia dificultar a analise e subestimar a
importancia da expressdo deste biomarcador no progndstico. Neste estudo foi
utilizado o ponto de corte 50% pois este limiar definiu mais claramente a
associacdo de p53 com as caracteristicas clinico-patolégicas e prognadstico.
Além de poder auxiliar na identificacdo dos TFSE sensiveis as futuras terapias
p53-especificas, os resultados do presente estudo também indicam um
subgrupo clinico de pacientes com tumores mais agressivos e, assim como
MTAP e Brachyury, este biomarcador poderd fazer parte de um painel de
fatores progndsticos para uma futura estratificac@o de risco dos pacientes.

O biomarcador Brachyury também mostrou associacéo significativa com
a sobrevida global pela analise multipla (p=0,008), indicando-o como um fator
prognéstico independente. Como este marcador ndo apresentou significancia
estatistica pela analise simples (p=0,156) e considerando-se que o modelo de
regressao multipla de Cox estimou o papel de variaveis independentes que
agem multiplicativamente sobre o risco, isto sugere uma possivel interacdo de
Brachyury com p53 e MTAP, os outros dois biomarcadores com impacto no

prognostico. Contudo, para elucidar esta possivel associacdo biolégica entre
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Brachyury e os outros dois marcadores em TFSE, sdo necessarios estudos
mais especificos.

Na maioria das publicacdes prévias, a expressao positiva de Brachyury,
um fator de transcricdo normalmente expresso na notocorda e em cordomas,
se associou com piores progndsticos em tipos variados de cancer®*®®. Palena
et al. (2014) demonstraram que a expressédo de Brachyury foi associada com
maior risco de recorréncia e metastase em cancer de mama®:. Os resultados
prévios do nosso grupo de estudos (Pinto et al., 2016), em uma andlise de
GISTs, também seguiram esta linha, indicando que a expressao positiva de
Brachyury foi um fator prognéstico independente nestes tumores®. No entanto,
diferentemente das publicacdes anteriores, o presente estudo demonstrou
associacdo da perda de expressdo da proteina com pior sobrevida global. De
fato, neste estudo, a expressdo negativa de Brachyury conferiu um risco de
Obito 2,22 vezes maior que 0 risco em pacientes com sua expressao positiva
(IC 95%, 1,23 - 4,00).

Uma das possiveis explicacdes para esta divergéncia com a literatura
seria a definicAo de expressdo positiva utilizada em outros estudos, mais
especificamente, a sublocalizacdo celular da marcacdo. Nestas

publicac6es®®

, 0S autores interpretaram como positividade a expressao
citoplasmatica juntamente com a expressao nuclear. Entretanto, Miettinen et al.
(2015), em uma anélise extensa de 5229 tumores variados, mostraram que a
expressao nuclear de Brachyury para o diagnostico de cordoma em frente aos
seus diagnaosticos diferenciais foi altamente especifica, enquanto a expresséo

citoplasmatica pdde ser observada em uma variedade maior de tumores®’. No

presente estudo, os controles positivos utilizados foram justamente amostras
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de cordomas e, baseando-se na experiéncia com estes tumores e no fato de se
tratar de um fator de transcricdo nuclear, compartilhamos a percepcao de que a
expressdo de Brachyury é mais fidedigna no ndcleo, podendo ser aplicada por
analogia também para outros tumores.

Outro fato relevante a ser considerado é que o papel de Brachyury na
biologia das células dos TFSE ainda nao foi explorado. A perda de expressao
associada a pior prognostico sugere que possa haver uma funcdo de
supressdo tumoral desta proteina nos TFSE. O papel mais conhecido de
Brachyury é na conducéo da transicao epitelial-mesenquimal, levando a maior
agressividade das células, especialmente carcinomatosas®’. Entretanto, ha
novas evidéncias importantes em relacdo as funcdes de Brachyury. Pinto
(2016) demonstrou que Brachyury mostrou-se significativamente hipoexpresso
nos gliomas comparados aos tecidos normais do cérebro e a diminuicdo de sua
expressdo foi associada & maior agressividade tumoral e pior progndstico™’.
Com ensaios in vitro e in vivo, foi observado que as células de glioma positivas
para Brachyury apresentaram reduzida viabilidade celular, devido ao aumento
da apoptose e autofagia e, portanto, Brachyury agiu como um supressor
tumoral nestes tumores. Estes achados sdo encorajadores para estudos
semelhantes em TFSE e nos permitem pressupor a existéncia de um papel de
supresséao tumoral a ser explorado. Assim, é possivel vislumbrar a utilizacdo de
Brachyury, ndo s6 como um biomarcador de prognostico em TFSE, mas

também como um alvo terapéutico alternativo aos tratamentos convencionais.
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7 CONCLUSOES

o A populacéo estudada apresentou uma taxa elevada de tumores grandes
e com metastases no diagnadstico.

o Entre as caracteristicas clinico-patolégicas, metastase no diagndéstico e
etnia ndo-branca tiveram impacto independente no prognaostico.

o Pacientes com metastase no diagnéstico ou idade acima de 20 anos
mostraram uma associacao significativa com hiperexpresséo de p53.

o A hiperexpressdo de p53 e a perda de expressdo de MTAP e Brachyury

foram identificados como fatores independentes de pior progndstico.
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Anexo A - Ficha de coleta para dados clinico-demograficos

Projeto: Pesquisa de noves biomarcadores em tumores da familia Ewing 0sseos e extra-0sseos
Lucas Faria Abrahdo Machado
1 |ID 1
Mome
2 2
3 | 3
g |Sew@ 4
1- Feminino; 2- Masculino
5 Data de nascimento 5 f f
DDYMMIAAAA —
g |Faem 6
1- Branco; 2- Megmo; 3 Pardo; 4- Amarelo; 99- Ignorado
7 | Cidade de procedéncia 7
Descrever; 98- Ignorado
5 Estado de procedencia 9
Descrever; 99- Ignorado
Disonset
4p | Datado diagnostico (anatomopatolégico ou imagem, o mais cado) 10 f J
DDYMMIAAAA _—
Biopsia
" 0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado | 11
12 Mumero do AP . 12
E . ; B8- Mao se aplica; 99- Ignorado
Diata da primeira bidpsia
13 i i oommasas | 13 —
14 Tamanho do tumor antes do tratamenio (por exame de imagem) — MAIOR EIXO 14
Em cm; 99- Ignorado
15 Local do tumor (origem) 15
1- Osso; 2- Partes moles; 39- Ignorado
Se dssen, qual osso? B
16 1- Fémur; 2- Tibia; 3- Umero; 4- Fibula; 16
5 Crénio; 6 Pelve; 7- Outro; 99- Ignorado
a7 Se outro 0ss0 nao descrito, qual? 97
Descrever, 88- M3o se aplica; 99- Ignorado
Se partes moles, qual local?
18 1- Coxa; 2- Pema; 3- Brago: 4- Antebrago; 5- Tronco; 18
6 Cabega e pescogo: 7- Retroperitdneo; 8- Outros; 99- Ignarado
4g | Se outrolocal ndo descrito, qual? 19
Descrever, 88- M3o se aplica; 99- Ignorado
20 Metastase ao diagnostico 20
0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado
¢ | Localda metistase ao diagndstico - Pulmao -
0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado
o9 | Localda metistase ao diagndstico - Ossos 23
0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado
7 Local da metastase ao diagndstico - Medula Cssea 7
0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado
g4 | Localda metastase ao diagnostico - SNC 24
0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado
o5 | Localda metastase ao diagnostico - Figado 25
0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado
7% Local da metastase ao diagnostico — Cutro local 76
0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado
7 Se outro local, descrever: 27
Descrever, 88- M3o se aplica; 99- Ignorado
g | Estadiamenta clinico 28
1-14; 2- 1B; 3- NA; 4- 1IB; 5 III; 6- IVA; 7- IVB; 99- Ignorado
Tratamento
ag | Data do primeiro atendimentc em nosso senvigo 29 f N
DDYMMIAAAA —
10 Data emn que recebeu o primeiro tratamento 10 ; ;
DDYMMIAAAA _—
. Realizou qualquer tratamento quimicterapico? -
0- M3o; 1- Sim; 99- Ignorado
1z Quimioterapia necadjuvante 12
0- Nao; 1- Sim; 88; 99- Ignomado
11 Quimioterapia adjuvante . 13
0- Mao; 1- Sim; B8 99- Ignorado

continua
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34 CQuimicterapia terapia exclusiva . . 34
0- M3c; 1- Sim 88- N30 se aplica; 99- Ignorado
Radicterapia
38 0- Mao; 1- Sim; 99- Ignorado 8
Cirurgia
36 5 0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado | 38
Data da cinurgia
Sl pommasas | ¥
ag | E cinurgia {mimero AP) . a8
Descrever, 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Tipo de ressecgio . .
n 1- Com preservagao do membro; 2- Sem preservagio do | 38
membro (amputacio); 88- NSo se aplica; 93- Ignorada
39 Margem cirurgica 39
0- Livre; 1- Comprometida; 99- Ignorado
a0 Huvos . a0
1- Grau 1; 2- Grau Z; 3- Grau 3; 4- Grau 4; B8- Nao se aplica; 33- Ignorado
i Tamanho do tumor (macroscopia) — MAIOR ELIXO . ] i
Em cm; 88- M50 se aplica; 99- Ignorado
Pos-tratamento
4o | Recidiva {apos tratamento, ressurgimento da necplasia loecal ou a distancia) 42
0- Nao; 1- Sim;, 99- Ignorado
Recidiva local
4 0- N3o: 1- Sim; 99- Ignorado | 3
Data da recidiva local
a4 pommasas | 44
45 Metastase apos o diagnostico 45
0- Ausentes; 1- Presentes; 99- Ignorado
4g | Datada metastase apos o diagnastico 4B
DD/MMAAAA
a7 Local da metastase apds o diagnostico - Pumao . a7
0- Mac; 1- Sim; 99- Ignorado
4g | Localda metastase apos o diagnostico - Ossos . 48
0- Nao; 1- Sim;, 99- Ignorado
49 | Localda metastase apds o diagnostico - Medula Ossea ] 49
0- Mao; 1- Sim; 93- Ignorado
50 Local da metastase apds o diagnostico - SNC . 50
0- Mac; 1- Sim; 99- Ignorado
g5 | Localda metastase apos o diagnostico - Figado . 51
0- Nao; 1- Sim;, 99- Ignorado
5y | Localda metastase apds o diagnostico — Cutro local . ] 52
0- Mao; 1- Sim; 93- Ignorado
53 Se outro local, descrever: . 53
Descrever, 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
54 | Data da ttima informagso / dbito 54
DO/MMIAAARA
Status . .
55 1-\ivo sem doenga; 2- Vivo com doenga; 3- Obito por cancer, | 55
4- Chito por outras causas: 5 Perda de seguimento
0BS5S
56 56
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Anexo B - Parecer consubstanciado do CEP elaborado pelo Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO W
PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Pesquisa de noves biomarcadores em tumares da familia Ewing sseos e extra-dsseos

Pesquisador: OLAVO PIRES DE CAMARGO

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 42788015.5.0000.0065

Instituicio Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.019.239
Data da Relatoria: 18032015

Apresentagaoc do Projeto:

Trata-se de projeto de doutorado do Departamento de Ortopedia e Traumatclogia da FMUSP, tem como
objetivo identificar novos bicmarcadores para melhor estratificar a evolugiio dos pacientes com Tumor da
Familia Ewing (neoplasia de cSulas neurcectodérmicas de componamento agressivo) & tambem melhorias
nos resultados terapéuticos que hoje ainda se mostram pouco eficientes. As amostras utilizadas neste
estudo serdo disponibilizados pelo Departamento de Patologia do Hospital do CAncer de Barretos.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a expressao de 22 anticorpos por imunocistogquimica & investigar seu valor prognéstico e preditivo
como biomarcadores em tumores da familia Ewing.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

O projeto ndlo envolve risco na medida em que wtilizard amostras previamente armazenadas.

0= beneficios deste projeto serfio representados pela melhoria nos resultados terapéuticos para os
pacientes portadores dessa doenca.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A identificagio de novos marcadores nesta pesquisa, pode trazer beneficios ao diagndstico e resposta ao
tratamento do tumor da familia Ewing.

. DOUTOR ARMALDO 231 21° andar sala 36
Endereco

Balmp: PACAEMEL CEP: 01.248-003
UF: &P Municiplo: SAD PAULD
Telefone:  (11)3683-4401 E-mall: cop.im&uspor

continua
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Anexo B - Parecer consubstanciado do CEP elaborado pelo Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (continuacéo)

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAQ W
PAULO - FMUSP

Gontinungio do Pameoer: 1015235

Consideragoes sobre o= Termos de apresentagao obrigatoria-
Considerando que o material utiizado neste estudo sera proveniente de banco de tumores, o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido ndio se aplica neste caso.

Recomendagdes:
Sem recomendacio
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Mo foram identificados no projeto inadequagdes &ticas estando o projeto aderente aos termos da
Resclugio CHS 196/96 e 441.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

SA0 PAULO, 10 de Abril de 2015

Assinado por:

Roger Chammas
{Coordenador}

Enderepo: DOUTOR ARNALDO 251 217 andar sala 38

Balmmo: PACAEMEL CEP: 01.248-803

uF: sp Municiplo: SAOD PAULO

Teletone:  (11)3683-4401 E-mall: cop.fmifuspioe
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Anexo C - Parecer consubstanciado do CEP elaborado pelo Hospital de
Cancer de Barretos

. FUNDAGAO PIO XIl -
HOSPITAL
sapreTos HOSPITAL DE CANCER DE Qm“"l"
. BARRETOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADCS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Pesquisa de novos biomarcadores em tumores da familia Ewing 6sseos e extra-6sseos

Pesquisador: OLAVO PIRES DE CAMARGO

Area Temitica:

Versao: 1

CAAE: 42788015.5.3001.5437

Ingtituicao Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Patrocimador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.033.314
Data da Relatoria: 23/04/2015

Conclusdes ou Pendé&ncias e Lista de Inadequacoes:

Mao existermn pendéncias efou inadequagoes.

Situacio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagiio Pio X1l — Hospital do Cancer de Barretos de acordo com as
atribuigtes definidas na Resolugio CNS 466/2012 e na Norma Operacional N® 001/201 3 do CNS, manifesta
-se pela| APROVAGAQ do projeto de pesquisa Pmposto.

Solicitamos que sejam encaminhados ac CEP:

1. Relatorios semestrais, sendo o primeiro previsto para 22MH0/2015.

2. Comunicar toda e qualquer alteragio do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusao de parficipantes deve ser temporariamente interrompida até a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa.

3. Comunicar imediatamente ac Comite qualquer Evento Adverso Grave ocorrido durante o desenvolvimento
do estudo.

4. Para projetos que ufilizam amostras criopresemnvadas, procurar o BIOBANCO para inicio do

Enderego: Rua Amtenor Duarts Vilsla, 1331

Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400
UF: 5P Municipio: BARRETOS
Telefone: (17)3321-0347 Fax: (17)3321-6600 E-mail: cep@hcancerbarmstos com by

continua
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Anexo C - Parecer consubstanciado do CEP elaborado pelo Hospital de
Cancer de Barretos (continuacao)

. FUNDAGAO PIO XiI -
HOSPITAL
sussecs HOSPITAL DE CANCER DE Qm“"l"
BARRETOS

@

Confinusadio do Parecer: 1.033.314

processamento.
5. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,

apos conclusao da pesquisa, para possivel audiforia dos orgaos competentes.
6.|Este projeto esta cadastrado no CEP-HCE sob o namero 935/2015.

BARRETOS, 23 de Abril de 2015

Assinado por:
Thiago Buosi Silva
(Coordenador)
Enderego: Fua Amtenor Duarte Vilela, 1331
Bairro: Dr. Paule Prata CEP: 14.784-400

UF: 5P Municipic: BARRETOS
Telefone: (17)3321-0347 Fax: (17)2321-6600 E-mail: cep@hecancerbamstos.com br
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