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RESUMO

Ferreira, Al. Caracterizagdo, andlise de sobrevida e expressdo de IGFR nas amostras tumorais
dos pacientes com diagndstico dos tumores da familia Ewing tratados no Hospital de Cdncer
de Barretos. Tese (Mestrado). Barretos - SP: Hospital de Cancer de Barretos; 2013.

Justificativa: O sarcoma de Ewing é a segunda malignidade éssea da infancia e adolescéncia
e juntamente com os Tumores Neuroectodérmicos Primitivos e o Tumor de Askin compdem
os chamados Tumores da Familia Ewing. O tratamento dos Tumores da Familia Ewing inclui
quimioterapia neoadjuvante, cirurgia e/ou radioterapia e quimioterapia adjuvante. Apesar
dos avangos nas técnicas cirurgicas e descoberta de novos quimioterapicos as taxas de cura
e a sobrevida desses pacientes ainda sdo baixas. Objetivos: Estudo das caracteristicas
clinicas dos pacientes com diagndstico de Tumor da Familia Ewing e analise de sobrevida
baseada nos critérios de risco e expressdo da proteina de superficie IGFR. Materiais e
Métodos: Trata se de um estudo de coorte com coleta retrospectiva dos dados clinicos de
77 pacientes com diagndstico de Tumores da Familia Ewing, tratados pelo Departamento de
Oncologia Pediatrica do Hospital de Cancer de Barretos, no periodo compreendido entre
2003 e 2012. As amostras bioldgicas dos pacientes foram submetidas a pesquisa do receptor
de superficie IGFR por meio de técnica de imunoistoquimica, utilizando o anticorpo anti-
IGFR. A andlise de sobrevida foi realizada baseada nos critérios de risco e expressao do IGFR.
Resultados: A SG dos pacientes incluidos no estudo foi de 45% em 5 anos e a SLE de 30% em
5 anos. Metastase ao diagndstico esteve presente em 44,2% da amostra, sendo que desses
88,2% eram do sexo masculino (p<0,001). A avaliacdo da expressdo de IGFR nas amostras
biolégicas dos pacientes apresentou associacdo com a varidvel metastase ao diagndstico
(p<0,001). O estudou demonstrou pior progndstico nos pacientes com metastase extra
pulmonar quando comparado com metastase pulmonar (p=0,009). A modalidade de
tratamento local da neoplasia demonstrou melhor progndstico nos pacientes submetidos ao
tratamento cirdrgico local quando comparado com as outras modalidades (p<0,001).
ConclusGes: Nossos resultados evidenciaram uma maior incidéncia de metdstase ao
diagndstico nos pacientes com diagndstico de TFE tratados no HCB. A metastase de
localizacdo extra pulmonar foi fator de pior progndstico em nosso estudo. O tratamento
cirdrgico do tumor primario foi fator de melhor progndstico. A expressao de IGFR esta mais
presente nos pacientes com metastase ao diagndstico, porém ndo se mostrou como fator
progndstico nos TFE.

Palavras-chaves: Sarcoma de EWING; Tumores Neuroectodérmicos Primitivos Periféricos;

Fator de Crescimento Insulin-Like I; Andlise de Sobrevida; Neoplasias Osseas; Oncologia.



ABSTRACT

Ferreira, AJ Characterization, survival analysis and expression of IGFR in samples of tumor of
patients with Ewing’s family tumors treated at Barretos Cancer Hospital. Dissertation
(Master’s degree). Barretos - SP: Barretos Cancer Hospital; 2013.

Background: Ewing's sarcoma is the second bone malignancy in childhood and adolescence,
with primitive neuroectodermal tumors and Askin tumor compose Ewing’s Family Tumors.
The treatment of Ewing’s Family Tumors includes neoadjuvant chemotherapy, surgery
and/or radiation therapy and adjuvant chemotherapy. Although advances in surgical
techniques and discovery of new chemotherapeutic, cure rates and survival of these patients
are still low. Aims: Study the clinical characteristics of patients diagnosed with Ewing’s
Tumor Family and survival analysis based on risk criteria and expression of the protein
surface IGFR. Materials and Methods: A cohort study with retrospective collection of clinical
data of 77 patients diagnosed with Ewing’s Family Tumors treated between 2003 and 2012
at the Pediatric Oncology Department of Barretos Cancer Hospital (BCH). Biological samples
of patients were examined for the presence of surface receptor IGFR by
immunohistochemical technique using the anti-IGFR. Survival analysis was performed based
on risk criteria and expression of IGFR, using Kaplan-Meier curves and the Cox regression
model. Results: The overall survival (OS) of the patients included in the study was 45% in 5
years and 30% of the event-free survival (EFS) in 5 years. Metastasis at diagnosis was present
in 44.2% of the sample, and of these 88.2% were male (p<0.001). The expression of IGFR in
biological samples of patients was associated with variable metastasis at diagnosis
(p<0.001). The study showed worse prognosis in patients with extrapulmonary metastases
compared with lung metastases (p=0.009). The modality of local treatment of the tumor
showed better prognosis in patients undergoing surgical treatment site when compared to
other modalities (p<0.001). Conclusions: Our results showed a higher incidence of
metastasis at diagnosis in patients with Ewing’s Family Tumors treated in BCH. Extra
pulmonary metastasis was negative prognostic factor in our study. Surgical treatment of the
primary tumor was a factor of better prognosis. The strong expression of IGFR is more
present in patients with metastasis at diagnosis, but was not as a prognostic factor in
Ewing’s Family Tumors.

Keywords: Sarcoma, Ewing; Neuroectodermal Tumors, Primitive, Peripheral; Insulin-Like

Growth Factor I; Survival Analysis; Bone Neoplasms; Medical Oncology.
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1 INTRODUGAO

1.1 Contexto histérico
O sarcoma de Ewing dsseo (SEO) foi primeiramente descrito como nova entidade
patolégica por James Ewing (Figura 1), patologista e oncologista americano, em 1921, sendo

denominada na ocasido como endotelioma difuso dos dssos (Ewing 1972).

Figura 1 - Dr. James Ewing. (Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ewing.jpg#globalusage).

1.2 Definigcao

1.2.1 Sarcoma de Ewing classico

Os tumores 6sseos primarios representam de 5 a 6% de todos os tumores da infancia e
adolescéncia (0 a 19 anos). O SEO é a segunda malignidade dssea em frequéncia nesta faixa
etaria, sendo sua incidéncia menor apenas que o osteossarcoma (Gurney et al. 1999).
Sarcoma de Ewing (SE) é definido histologicamente como neoplasia composta por células
pequenas, imaturas, redondas e usualmente ricas em glicogénio (Figura 2). Apresenta

alteragdes genéticas em aproximadamente 80% dos casos definida como a translocagao



reciproca entre os cromossomos 11 e 22 - t(11;22) (q24;912), resultando na expressdo da
proteina EWS/FLI-1 (Dei Tos et al. 1997). Associa-se ainda a translocagao reciproca entre os
cromossomos 11 e 22, a superexpressdao da glicoproteina de superficie celular CD99

(Delattre et al. 1994; Kovar et al. 1999).

Figura 2 - Fotomicrografia de um sarcoma de Ewing de paciente tratado no Hospital de
Cancer de Barretos (HCB), corado com hematoxilina-eosina (HE), com aumento de 400
vezes. Nota-se uma neoplasia de pequenas células redondas e com padrdao homogéneo

(Fonte: Acervo HCB).

1.2.2 Tumor neuroectodérmico primitivo (PNET)

O Tumor neuroectodérmico primitivo (PNET) pertence a um grupo de tumores de
pequenas células redondas (Horowitz et al. 1997). Esses tumores tém origem neural,
podendo comprometer o sistema nervoso central ou periférico. O PNET extracraniano tem
como sitio primdrio o osso ou partes moles, ocorrendo com maior frequéncia na parede
tordcica, regido paravertebral, pelve e membros (Quezado et al. 1997; Gururangan et al.

1998).

1.2.3 Tumor de Askin
O tumor de Askin foi descrito por Askin e colaboradores em 1979 (Askin et al. 1979).
Trata-se de um PNET da parede toracica sendo descrito como uma neoplasia rara

(Ramasamy et al. 2013).



1.2.4 Tumores da familia Ewing (TFE)

Marcadores imunoistoquimicos, citogenética, genética molecular, cultura de tecidos e
a deteccdo da mesma translocacdo cromossomica t(11;22), nos chamados PNET ou
neuroepitelioma periférico, nos Sarcomas de Ewing de partes moles (SEPM) e no tumor de
ASKIN denota que todos esses tumores se originam da mesma célula tronco primordial.
Dessa forma, todos esses tumores estdo agrupados no que chamamos de TFE (Delattre et al.

1994).

1.3 Epidemiologia dos tumores da familia Ewing

Nos Estados Unidos, a incidéncia anual dos TFE é de 2,9 casos por milhdo em
individuos até 20 anos de idade (Gurney et al. 1999). No continente europeu, em torno de
900 casos novos sao diagnosticados anualmente (Gatta et al. 2011). Sdo raros em individuos
negros, predominam discretamente no sexo masculino e ocorrem mais comumente na
segunda década de vida (Pizzo et al. 2005). Cerca de 80% dos individuos com diagndstico de
TFE sdo jovens com menos de 20 anos de idade (Lanzkowsky 2005). Sao raros acima dos 30
anos e abaixo dos 5 anos de idade, quando o diagndstico diferencial deve ser com
neuroblastoma metastatico (Dorfman & Cerniak 1998).

Ao diagndstico, cerca de 70% dos pacientes apresentam doenca localizada e 30%
apresentam metdstase. O sitio preferencial de metastase é o pulmao (50% dos casos),
entretanto também podem ocorrer em 0sso (25%) e/ou medula dssea (20%) (Grier 1997).

O SEO acomete mais frequentemente ossos da pelve, fémur, tibia e Umero (Jedicka
2010).

A localizacdo mais frequente dos SEPM é a parede tordcica (Arpaci et al. 2013). Porém
algumas séries de casos trazem os SEPM localizados mais comumente nas extremidades
(Kinsella et al. 1983; Rud et al. 1989; Siebenrock et al. 1996).

Ao inferirmos sobre as estatisticas no Brasil devemos sempre levar em consideracao a
dificuldade dos registros de cancer existentes no pais para manter a coleta de dados
continuamente. Na maioria das vezes, estes registros enfrentam problemas estruturais para
a sua manutenc¢do, o que pode levar a vieses que se refletirdo na analise dos dados das
diferentes regides do pais (Guerra et al. 2005).

Estima-se que a incidéncia dos TFE no Brasil esteja entre 3,1 a 4,2 casos/milhdo/ano no

estado de Sdo Paulo (Fundagdao Oncocentro de Sdo Paulo 2012).



Estudo pioneiro envolvendo anadlise descritiva de registro de cancer de base
populacional em criancas e adolescentes, publicado no Brasil, envolveu 14 registros no pais.
O estudo demonstra a importancia do conhecimento da incidéncia, prevaléncia, mortalidade
e taxas de sobrevida nos varios tipos de cancer para avaliarmos a qualidade do sistema de
saude (de Camargo B et al. 2010).

Em estudo publicado pelo Instituto de Oncologia Pediatrica da Universidade Federal de
Sdo Paulo (IOP-GRAACC-UNIFESP), caracterizando 64 pacientes com diagndstico de SEO, no
periodo compreendido entre 1995 e 2010, houve predominancia no sexo masculino e a
idade média foi de 14,7 anos. A sobrevida global dos pacientes incluidos neste estudo foi de
59,5% em 5 anos (Bellan et al. 2012).

Conforme dados do boletim do Protocolo Sulamericano para Tratamento dos TFE,
publicado em julho de 2012, o Brasil foi responsavel pela inclusdo de 52 novos casos
(63,41%) seguido da Argentina com 12 novos casos (14,63%), Chile com 10 (12,19%) e
Uruguai com 8 inclusdes (9,75%) no periodo que compreendeu janeiro de 2011 a julho de
2012. No Brasil, o Hospital de Cancer de Barretos da Fundacao Pio XII (HCB) é responsavel
pelo maior nimero de inclusdes de pacientes no protocolo de acordo com esse boletim,
totalizando 12 pacientes (14,63% de todos os pacientes incluidos no protocolo e 23,07% dos

pacientes incluidos pelo Brasil)(Anexo |).

1.4 Sintomatologia

Os pacientes com diagndstico de TFE frequentemente referem quadro de dor
localizada e progressiva podendo estar presente, na dependéncia do sitio anatéomico, uma
massa palpavel, endurecida e dolorosa a palpacdo. Quando as lesbes estdo préximas as
articulagdes pode haver bloqueio mecéanico e se ha lesdo na proximidade da coluna vertebral
podemos encontrar compressao de raizes nervosas. Nos casos avangados pode ocorrer

emagrecimento, febre e prostracao (Widhe & Widhe 2000).

1.5 Alteragoes laboratoriais

Os pacientes com diagnéstico de TFE podem apresentar, na dependéncia do estagio da
doenca, quadro de anemia, leucocitose e aumento da velocidade de hemossedimentacao
(VHS), estas alteracOes associadas ao quadro radioldgico podem simular o diagndstico de

osteomielite e retardar o inicio do tratamento. A dosagem de desidrogenase latica (DHL) no



soro do paciente pode estar aumentada, tendo fator na avaliacdo da resposta ao tratamento

(Durbin et al. 1998).

1.6 Diagndstico por imagem

1.6.1 Estadiamento local

Nos tumores ésseos, a radiografia convencional tem importancia fundamental e é o
primeiro exame a ser solicitado. A radiografia evidencia uma lesdo de aspecto permeativo,
de limites imprecisos, com focos de lise dssea, podendo haver reacdo do periésteo do 0sso
acometido (Figura 3). A reacdo do periésteo pode ser em laminas finas estratificadas (Figura
4) ou chamado aspecto em “roido de traca”. Ha ainda comprometimento de partes moles

adjacentes sem calcificagcdes no seu interior (Rud et al. 1989; Widhe & Widhe 2000).

Figura 3 - Radiografias em 2 incidéncias do fémur proximal direito de paciente tratado no
HCB, evidenciando lesdo de aspecto permeativo na regido metafisaria com extensdo para

diafise e com focos de lise dssea na cortical interna (Fonte: Acervo HCB).



Figura 4 - Radiografia na incidéncia de frente de paciente tratado no HCB, mostrando o
aspecto da reacdo periosteal do tipo lamelar fina na cortical medial do fémur proximal

(Fonte: Acervo HCB).

A tomografia computadorizada (TC) (Figura 5) e a ressonancia nuclear magnética
(RNM) complementam o estadiamento local dos TFE, permitindo a visualizagao da relagao
com estruturas anexas e acometimento das partes moles adjacentes, neste ultimo caso

sendo a RNM o exame padrado ouro (Figuras 6 e 7) (Acervo HCB).

Figura 5 - TC do umero proximal de paciente tratado no HCB, com janela para o0sso,

demonstrando imagem de lise éssea e reacao periosteal (Fonte: Acervo HCB).



Figura 6 - RNM da coxa de paciente tratado no HCB, evidenciando no corte axial (A) o grande
comprometimento de partes moles adjacentes ao 0sso, caracteristico dos TFE. Corte coronal
(B) evidencia a extensdo medular da neoplasia e que tem importancia fundamental na

programacao da margem cirurgica (Fonte: Acervo HCB).

Figura 7 - RNM do antebraco de paciente tratado no HCB, evidenciando nos cortes axiais
tumoragdo comprometendo partes moles, diagndstico anatomopatoldégico de SEPM (Fonte:

Acervo HCB).



1.6.2 Estadiamento a distancia

A cintilografia dssea do corpo inteiro (Figura 8) e TC de tdrax (Figura 9) sdo exames
fundamentais para o rastreamento de metastase a distancia. Estudos ainda ndo
demonstraramed que a tomografia por emissdo de pdsitrons (PET scan) seja superior aos
exames cintilografico convencional e TC na busca por metastase a distancia (Hawkins et al.

2005; Volker et al. 2007).

——

Figura 8 - Cintilografia 6ssea do corpo inteiro visdo anterior (A) e posterior (B) de paciente
tratado no HCB, evidenciando hipercaptacado do radiofarmaco na regidao proximal do fémur

direito (Fonte: Acervo HCB).



Figura 9 - TC de térax com janela para parénquima pulmonar de paciente tratado no HCB,

evidenciando nédulos periféricos compativeis com metastase (Fonte: Acervo HCB).

1.7 Diagnastico diferencial

Dentre as patologias benignas, a osteomielite faz diagndstico diferencial com os TFE
por apresentar quadro clinico semelhante com febre, hiperemia local, comprometimento de
partes moles, hipercaptacdo local na cintilografia 6ssea e elevacdo da VHS. Dentre as
malignidades, os principais sdo osteossarcoma, condrossarcoma, histiocitoma fibroso

maligno, metdstase de neuroblastoma e linfoma primdrio do osso (Heck 2008).

1.8 Diagnostico definitivo

Bidpsia

A bidpsia do tumor primdrio é o procedimento para o diagndstico definitivo. Nos TFE, a
bidpsia, deve preferencialmente ser feita por agulha do tipo Jamshidi. A bidpsia incisional
pode também ser realizada, porém a incisdao deve ser a menor possivel. Por principio, deve
ser realizada de tal modo a ser incluida na pega cirurgica de uma provavel intervencao
futura. Deve-se colher material para a realizacdo do andtomo-patoldgico (AP) que é fixado
em formalina. O volume adequado da amostra da bidpsia deve ser de 3 a 5 gramas.
Atualmente em virtude dos estudos moleculares recomenda-se o armazenamento de tecido

em nitrogénio liquido (Heck 2008).
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Quando possivel, a realizagdo da analise do tecido por técnica de congelagdo no
momento da bidpsia devera ser realizada para a certeza de uma amostra adequada para o
diagnostico definitivo. A bidpsia da medula déssea (MO) faz parte do estadiamento a
distancia dos TFE e tem como foco avaliar a invasao medular por células tumorais (Heck

2008).

1.9 Anatomia patolodgica

1.9.1 Anatomia patoldgica convencional

Ao exame microscdpico, a neoplasia deve ter o aspecto histopatoldgico quando corado
pela hematoxilina e eosina (HE) consistente com TFE. Esse aspecto histopatoldgico é descrito
como a presenc¢a de uma neoplasia composta por células pequenas, redondas e azuis (Heck
2008).

1.9.2 Imunoistoquimica

Deverdao também apresentar um perfil imunoistoquimico compativel com o
diagnéstico de TFE, excluindo os outros tumores compostos por células pequenas, redondas
e azuis. O painel sugerido inclui desmina, actina musculo-especifica e/ou miogenina e
MyoD1, além de CD45, CD99 (Figura 10) e citoqueratinas. Positividade para pelo menos dois

marcadores de diferenciacdo neural é requerida no diagndstico de PNET (Fletcher 2000).

Figura 10 - Fotomicrografia de um sarcoma de Ewing, tratado no HCB, preparado com
técnica de imunoistoquimica, com aumento de 400 vezes. Nota-se uma neoplasia de

pequenas células e redondas com positividade para o anticorpo CD99 (Acervo HCB).
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1.10 Diagndstico citogenético

Baseado nas mutacOes genética associadas ao seu desenvolvimento, os sarcomas sdo
subdivididos em duas classes distintas sendo: uma classe é dividida por tumores tendo uma
anormalidade de caridtipo complexa sem determinado padrdo e uma segunda classe , que
inclui os TFE com translocagGes cromossdmicas Unicas que ddo origem a genes de fusao
especificos. Nos SE 85 % dos casos, associado com a translocacdo t(11;22) (g24; q12), o que
leva a formagdo do gene EWS- FLI -1. Outros 10-15% dos casos, a translocagdo t(21;12)
(22;12) gera a fusao do EWS-ERG, enquanto os restantes 1-5 % dos casos podem abrigar um
dos varios possiveis tipos de translocacdes, cada um, resultando num gene de fusdo que
contenha uma por¢ao do gene de EWS. Além de fornecer a chave para a compreensao da
biologia do SE, estas translocacdes constituem seu critério diagnéstico mais confiavel (Ross

et al. 2013).

1.11 Tratamento

1.11.1 Tratamento local (Cirurgia)

Nos casos em que a lesdo é ressecavel o procedimento de escolha para controle local
da neoplasia é a cirurgia (Hoffman et al. 1999; Yaw 1999; Rodriguez-Galindo et al. 2000).
N3o ha estudos randomizados prospectivos que comprovem a superioridade da cirurgia para
o tratamento local dos TFE. Essa aparente superioridade da cirurgia pode ser em decorréncia
de um viés de selecdo, uma vez que, os pacientes que apresentam lesGes menores e mais
periféricas sdo tratados cirurgicamente, ao passo que os pacientes com lesdes grandes e de
localizagdo mais central, geralmente sao tratados com radioterapia local (Shamberger et al.

2000).

1.11.2 Tratamento local (Radioterapia)

O tratamento local com radioterapia é utilizado para pacientes com tumores
irressecdveis e para pacientes com margens cirdrgicas comprometidas. A dose de
radioterapia € usualmente de 5600 cGy (Oberlin et al. 2001). Alguns pacientes podem se

beneficiar de ressec¢do cirudrgica apds radioterapia. As recomendag¢des do Intergroup
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Ewing’'s Sarcoma Study (IESS) para pacientes com doenca residual macroscopica é de 4500
cGy acrescida de 1080 cGy de reforco. Para aqueles com doenga microscépica residual é
recomendado 4500 cGy acrescido de 540 cGy de reforco. Ndo hd recomendacdo de

radioterapia para pacientes com ressec¢do com margens livres (Paulussen et al. 1998).

1.11.3 Tratamento sistémico

Com o advento da quimioterapia no tratamento do SE, associado a cirurgia e/ou
radioterapia, a sobrevida dos pacientes com doenca localizada passou de 10% para 70% em
cinco anos. Apesar deste ganho, para os pacientes com doenca metastatica ao diagndstico a
sobrevida é de 20% e para aqueles refratarios ao tratamento ou que apresentam recaida da
doenca, a sobrevida ndo chega aos 10% (Rodriguez-Galindo et al. 2000).

Apesar do avanco das novas terapias e novas drogas, o progndstico dos pacientes
com metastases ao diagndstico, no entanto, ainda estd aquém do ideal, indicando as
limitacOes das estratégias atuais de tratamento. A maioria dos esquemas de quimioterapia
sdo baseados na combinacdo de agentes alquilantes. A quimioterapia é administrada em
intervalos de tempos, sendo uma primeira etapa (quimioterapia neo adjuvante) com o
intuito de reducdo do tumor primario para facilitar o controle local, em particular a cirurgia
de salvamento do membro, o que é mais facil de executar uma vez que uma massa
volumosa inicial de tecido mole diminuiu com a administracdo dos quimioterapicos
(Paulussen et al. 2008; Ferrari S et al. 2011).

Diferentes protocolos sao utilizados na pratica clinica. O protocolo Euro Ewing 99
envolvia uma quimioterapia neoadjuvante utilizando vincristina, ifosfamida, doxorrubicina e
etoposite. Apds o tratamento local com cirurgia e/ou radioterapia seguia se com a
adjuvancia sistémica administrando vincristina, adriamicina e ifosfamida ou vincristina,
adriamicina e ciclofosfamida conforme a randomizacdo (Anexo Il).

O Protocolo Brasileiro 2006 para tratamento dos TFE subdivide os pacientes em 2
grupos, alto risco ou baixo risco, de acordo com os seguintes critérios: dosagem sérica de
DHL, localizacdo do tumor, irressecabilidade do tumor primario e a presenca de metastase
ao diagndstico. S3o considerados pacientes de alto risco aqueles que apresentam DHL 1,5
vezes acima do limite superior da normalidade, localizacdo pélvica do tumor, tumor

irressecavel ou presenca de metdstase ao diagndstico (Anexo lll; Anexo V).
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A estratificagdo nem sempre se correlaciona a evolugdo clinica dos pacientes, uma
vez que aproximadamente 30% a 40% dos pacientes nao metastaticos ao diagndstico
apresentam recorréncia local da doenca ou desenvolvem metdstases durante o tratamento
e evoluem a dbito em cinco anos (Grier 1997; Grier et al. 2003).

O Protocolo Sulamericano 2011 para tratamento dos TFE também envolve uma
quimioterapia inicial aos moldes dos protocolos anteriores utilizando vincristina,
doxorrubicina, ciclofosfamida, ifosfamida e etoposide. Apds o controle local com cirurgia
e/ou radioterapia segue se novos ciclos com a combinacdo dos quimioterdpicos
anteriormente citados. O Protocolo Sulamericano para tratamento dos TFE contempla ainda
o tratamento metronémico (Anexo V). A eficdcia antitumoral da maioria dos agentes de
guimioterapia administrados de forma cronica, geralmente em doses baixas, sem periodos
de descanso prolongados, foi comprovada e denominada de "quimioterapia metrondmica" e

tem sido atualmente utilizada em casos selecionados (Kerbel & Folkman 2002).

1.12 Fatores progndsticos

Diversos sdo os fatores prognésticos envolvidos nos TFE, a literatura correlaciona o
progndstico ao sitio do tumor primario, volume do tumor, idade ao diagndstico, sexo,
dosagem da desidrogenase latica (DHL) sérica e a presenca de metdstase. Nos TFE ha
estudos que fazem inferéncia a um melhor prognéstico nas lesdes de extremidade quando
comparadas as lesdes que comprometem o esqueleto axial (Kinsella et al. 1983; Ahmad et al.
1999). Os tumores irressecaveis localizados no esqueleto axial estdo associados a um pior
progndstico (Cotterill et al. 2000). Porém, recente estudo multicéntrico com 114 pacientes
ndo encontrou diferenca significativa de valor progndstico no tocante a localizacdo axial ou
de extremidade do tumor (Arpaci et al. 2013). Os SEPM estdo associados com pior
progndstico em relagcdo aos SEO (Angervall & Enzinger 1975).

O tamanho do tumor é um fator preditivo de progndstico nos TFE, tumores com
tamanho igual ou acima de 8,0 cm estdo associados a pior progndstico (Tural et al. 2012).

O fator de necrose induzido pela quimioterapia neoadjuvante é fator prognéstico,
sendo que pacientes com taxa de necrose acima de 90% na pega cirurgica ressecada
apresenta maior sobrevida (Tural et al. 2012).

Pacientes com idade inferior a 15 anos apresentam melhor progndstico em relagdo aos

pacientes adolescentes com idade igual ou superior a 15 anos e adultos (Cotterill et al. 2000;
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Rodriguez-Galindo et al. 2000; Bacci et al. 2006; Van Den Berg et al. 2008). Estudos norte
americanos retratam melhor progndstico nos individuos com idade inferior a 10 anos em
relacdo aqueles com idade entre 10 e 17 anos ao diagndstico (Grier et al. 2003). Entretanto,
revisao de dois ensaios clinicos alemdes para tratamento do SE envolvendo pacientes com
idade superior a 40 anos ao diagndstico apresentaram sobrevida compardvel aos
adolescentes atendidos no mesmo ensaio (Pieper et al. 2008).

Mulheres com diagndstico de TFE apresentam melhor progndstico que homens (Bacci
et al. 2006; Jawad et al. 2009).

Niveis séricos aumentados de DHL antes do tratamento estdo associados com pior
progndstico, sendo que este aumento também pode guardar correlacdo com grandes
tumores primarios e metastase (Bacci et al. 2006). Segundo o Protocolo Brasileiro para
Tratamento do TFE, niveis séricos acima ou igual a 1,5 vezes o limite superior da
normalidade (400 mg/dl) enquadra o paciente no grupo de alto risco da neoplasia (Anexo
V).

A doenca metastatica pode ser diagnosticada por técnicas de exames de imagem e por
bidpsia da medula dssea, sendo relatado como fator mais poderoso para o progndstico.
Metastase ao diagndstico é relatada em 25% dos casos (Esiashvili et al. 2008). Em relagdo ao
sitio de metastase, a literatura evidencia um pior progndstico para as metastases
extrapulmonares (Cotterill et al. 2000; Rodriguez-Galindo et al. 2000; Miser et al. 2004). O
nimero de metdstases pulmonares parece ndo guardar correlagdo com o progndstico,
porém, a presenca de metdstase com envolvimento pulmonar bilateral confere pior
progndstico (Paulussen et al. 1998). A presenca de metastase dssea parece ter melhor
prognostico apenas em relacdo aos pacientes que, além do envolvimento dsseo, apresentam
também comprometimento pulmonar (Paulussen et al. 1998B). Pode haver envolvimento
linfonodal nos pacientes com diagndstico de TFE, sendo que o pior progndstico estd
relacionado com envolvimento linfonodal sistémico quando comparado aos que apresentam
comprometimento localizado (Applebaum et al. 2012).

O grau de necrose induzido pela quimioterapia neo adjuvante tem valor progndstico,
sendo que, quanto maior o grau de necrose na peca ressecada, melhor o prognéstico (Tural
et al. 2012). O melhor progndstico também estd relacionado a margens cirdrgicas amplas da
peca ressecada (Rud et al. 1989; Siebenrock et al. 1996; El Weshi et al. 2010). A questdo do

controle local da doenga é controversa, uma vez que a comparacdao dos pacientes
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submetidos a cirurgia ou radioterapia ainda ndo esta consolidada (Zagar et al. 2008).

1.13 Alteragoes citogenéticas nos TFE

Como relatado, a translocacdo t(11;22)(q24;q12) é a alteracdo citogenética mais
frequente em TFE e sua especificidade sugere que o produto formado a partir deste
rearranjo seja o responsavel pelo estabelecimento da doencga (Arvand & Denny 2001). Este
rearranjo leva a uma fusao in-frame da por¢do 5 do gene EWSR1 no cromossomo 22 e da
porcdo 3’ do gene FLI1 no cromossomo 11, resultando em um mRNA (RNA mensageiro)
quimérico expresso a partir do promotor de EWSR1, dessa forma codificando a proteina de
fusdo EWSR1-FLI1. O produto da translocacao reciproca (FLI1-EWSR1) ndo é expresso, sendo
ocasionalmente perdidos nas células do TFE (Lessnick et al. 1995; Lessnick et al. 2002). A
proteina EWS é predita como uma proteina de ligacdo ao RNA, contendo um dominio de
ativagdo transcripcional na sua porgdo amino-terminal (5’) e um sitio de ligagdo ao RNA na
sua porgao carboxi-terminal (3’). A expressdo de EWS é constante e estavel ao longo do ciclo
celular. Na translocac¢do, o dominio de ligacdao ao RNA de EWS é substituido pelo dominio de
ligacdo ao DNA da proteina FLI1 e, embora, a proteina de fusao EWS-FLI1 tenha uma fungao
de fator de transcri¢cdo, a funcdo da proteina nativa EWS ndo é conhecida (Lessnick et al.
1995). Ao contrario, a proteina FLI1 ativa genes alvos especificos pela ligacdo a partir de seu
dominio de ligacdo ao DNA. Entres esses genes alvos estdo incluidos oncogenes, genes
supressores tumorais e genes relacionados ao processo de apoptose, diferenciacao,
angiogénese e invasao celular (Sharrocks 2001).

Pelo menos, oito tipos diferentes de fusdo entre os genes EWSR1 e FLI1 foram
descritos, dependendo do ponto de quebra envolvendo esses genes. Dessas, a fusdo mais
comum é a denominada do tipo 1 que envolve o exon 7 do EWSR1 e o exon 6 do FLI1,
encontrada em 63% dos casos (De Alava et al. 2000 B).

Atualmente, é amplamente reconhecido o papel de EWS-FLI1 como principal fator na
génese do SE, atuando tanto como um fator de transcricdo aberrante e/ou um potente
repressor (Mackintosh et al. 2010).

Embora a presenca da proteina quimérica EWS-FLI1 seja considerado o fator de
iniciacdo do SE, alteracdes secunddrias também tém sido identificadas. Em relacdo as

alteracdes cromossdmicas estdo entre as mais frequentes os ganhos cromossémicos de 1q,
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2, 8 e 12 (Armengol et al. 1997; Ozaki et al. 2001) e as perdas de 9p e 16q (Brisset et al.
2001; Brownhill et al. 2007). Os resultados relatados por esses trabalhos apresentam
estimativas semelhantes da frequéncia de alteracbes gendmicas no SE, sugerindo uma
incidéncia de 80% dos casos apresentando alteracdes em numeros de cépias (Copy Number
Alterations — CNAs) (Ferreira et al. 2008). Ainda, muta¢cGes em alguns genes tém sido
descritas como eventos secundarios na evolugdao do SE. Mutagbes em p53 sao observadas
em 10 a 20% dos casos de SE e parecem estar associadas a um prognostico desfavoravel (De
Alava et al. 2000 A; Huang et al. 2005). Apesar disso, poucas alteracdes que podem atuar em
colaboracdo com a proteina EWS-FLI1 no desenvolvimento do SE tém sido descritas. Ainda, o
impacto progndstico dessas alteracées ndo estd muito claro, embora alguns estudos
suportem uma sobrevida pior associada as alteragGes mais frequentes (Armengol et al.
1997; Brisset et al. 2001; Matsunobu et al. 2004; Huang et al. 2005). Assim como ocorre com
os parametros clinicos observados nos pacientes com SE, nenhuma das alteracbes
moleculares descritas tem sido utilizada para auxiliar na estratificagao de risco e predi¢ao de
prognostico dos pacientes com SE (Van Maldegem et al. 2012).

O paradigma para as terapias de alvo molecular tem sido discutido considerando o
IGFR. Para transformacdo oncogénica em SE é necessario a presenca do receptor IGF-1R. O
IGF associado a proteina IGFBP-3 se liga ao IGFR e bloqueia sua atividade. EWS/FLI1 inibe a
expressao de IGFBP-3 conduzindo a um aumento da atividade de IGF-1. A inibicdo de IGF-1R

tem efeitos anti-tumorais (Figura 11)(Guise et al. 2009).
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Fator necessario
para oncogénse

Inibe a atividade
@ ' de IGF-1R
() [(-)

% Inibe a atividade
- -—
e de IGF-IGFBP-3

Celula A Inibicao da expressao de IGFBP-3 conduz a
um aumento da atividade de IGF-1R.

Figura 11 — Diagrama demonstrando as vias responsdveis pela atividade e inibicdo do IGF-1R
nos TFE ( Modificado de Guise et al. 2009).

Estudo recente fornece evidéncia de que a expressao aumentada de miR-16 inibe o
crescimento de células de osteossarcoma com via envolvendo IGFR (Chen 2013). O
envolvimento da expressdao do receptor IGFR também tem sido estudado no carcinoma de
células escamosas da laringe, podendo servir como um fator progndstico independente para
a recorréncia e sobrevida em pacientes submetidos a resseccao cirurgica (Mountzios 2013).
Estudos sugerem ainda o tratamento com drogas como o Figitumumab, nos casos de TFE
refratdrios, que apresentam afinidade pelo receptor de IGF-1 porém, os estudos apenas

apontam para necessidades de novas pesquisas (Juergens 2011).
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Os TFE sdo raros, no entanto, é uma doenca altamente letal e com progndstico ruim
guando metastaticos ou recorrentes. Em contraste com os casos localizados de TFE, os casos
avancados ndo tém apresentado resposta animadoras, quando submetidos a abordagem de
tratamento padrao, no que diz respeito a melhorar as taxas de sobrevida, com as taxas em 5
anos, recentemente descritas como menos de 25%. Tem sido sugerido que os tratamentos
de quimioterapia e radioterapia estdo chegando aos limites de eficacia e toxicidade,
tornando se cada vez mais essencial, melhorar a eficidcia do tratamento com a utilizacdo das
terapias de alvo molecular (Ross et al. 2013).

O HCB é uma instituicdo de exceléncia no tratamento de tumores pediatricos,
fazendo parte do Estudo Sulamericano para Tratamento dos Pacientes com Diagnostico dos
Tumores da Familia Ewing e responsavel por incluir o maior nimero de pacientes por
instituicdo no Brasil. No Brasil a ineficiéncia dos sistemas de registro hospitalar de cancer e
dos registros de base populacional de cancer dificulta os estudos clinicos e epidemiolégicos,
de sobremaneira nas neoplasias raras, culminando na dificuldade da avaliagdo da qualidade
dos servicos prestados aos pacientes com diagnéstico de cancer.

O presente estudo, um dos pioneiros no Brasil, se justifica por caracterizar os dados
clinicos e analisar a sobrevida baseada nos critérios de risco e expressdao de IGFR nas
amostras bioldgicas dos pacientes com diagndstico dos TFE submetidos a tratamento no
HCB, pela mesma equipe multidisciplinar, conhecer o perfil do paciente com diagndstico de

TFE do HCB bem como compara-los aos dados da literatura pré-existente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais
| - Descrever as caracteristicas clinicas dos pacientes submetidos ao tratamento dos

TFE no HCB no periodo de 2003 a 2012.

3.2 Especificos

Il - Avaliar a expressdo de IGFR nas amostras bioldgicas dos pacientes atendidos no
HCB no periodo de 2003 a 2012.

Il - Analisar a sobrevida global e livre de eventos baseada nos critérios de risco e
expressao de IGFR, das amostras bioldgicas, para os pacientes tratados no HCB no periodo

de 2003 a 2010.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de coorte com coleta de dados retrospectiva, onde foram
analisados 101 prontuarios dos pacientes com idade até 30 anos e diagndstico de TFE,
atendidos e tratados pelo Departamento de Oncologia Pediatrica do HCB no periodo

compreendido entre 2003 e 2012 e com seguimento até 31/12/2012.

4.2 Critérios de inclusao
Pacientes com o diagndstico de TFE tratados pelo Departamento de Oncologia
Pediatrica do HCB no periodo compreendido entre 2003 e 2012, sendo que 77 pacientes

atenderam aos critérios de inclusao.

4.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes com diagndstico dos TFE tratados
inicialmente em outra instituicdo e os pacientes tratados no HCB, porém nao tratados pelo
Departamento de Oncologia Pediatrica, sendo que 24 pacientes apresentaram critérios de

exclusdo.

Paciente com suspeita
diagnéstica de TFE
(periodo 2003 a 2012)

(n=101)

N&o (n=11)| Confirmacdo diagnéstica |Sim (n=90)
(Revisdo de laminas/Bidpsia)

Sim (n=7)| Tratamento prévio

em outra instituicao
Paciente excluido ’Néo (n=83)
N3o (n=6) Tratamento pel(? Dep.
de Oncologia
Pedidartica do HCB
| Sim (n=77)
Tratamento no periodo - - = Tratamento no
de 2003 a 2012 Paciente incluido I_ periodo de 2003 a
2010
| Sim (n=77) Sim (n=53)|
Inclusdo para analise das Inclusio para anélise
caracteristicas clinicas de sobrevida

Figura 12 — Fluxograma de inclusao e exclusdo dos pacientes no estudo.
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4.4 Metodologia

4.4.1 Caracterizagdao da amostra
Para a caracterizagdo das caracteristicas clinicas e analise de sobrevida da amostra
foram coletados dados dos pacientes em ficha especifica (Anexo V) e apds, inseridos em um

banco de dados utilizando o programa estatistico SPSS (Versdo 19.0; Inc., Chicago, IL).

4.4.2 Imunoistoquimica

Foram separados 68 blocos de parafina de tumores de pacientes com diagndstico de
TFE tratados no HCB no periodo 2003 a 2012, os quais encontravam-se armazenados no
arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica do HCB. As laminas correspondentes aos
blocos foram reavaliadas para confirmacao diagndstica.

O bloco mais representativo de cada caso foi separado para a realizacdo das laminas
de imunoistoquimica, utilizando-se lamina convencional sinalizada.

As laminas foram colocadas no equipamento XT da Ventana (Roche®), onde foram
submetidas a desparafinizacdo e recuperacdo antigénica com o reagente ccl (cell
conditioning minutes — pH 8,5) por 60 minutos. Posteriormente as laminas foram lavadas
com solugdo salina. A seguir, foi realizado o bloqueio da peroxidase por quatro minutos,
seguido novamente por lavagem com solugdo salina. As laminas foram incubadas com o
seguinte anticorpo primario pronto para uso: Anti-IGF1(Rabbit polyclonal to IGF1 Receptor
ABCAM®). Apds 32 minutos de incubacdo foi realizada a sequéncia de lavagens entre os
seguintes processos: Multimero (8 minutos), DAB + H202 (8 minutos), Copper (4 minutos) ,
Hematoxilina (12 minutos) e Bluing (4 minutos). Apds esse periodo foi realizada a finalizagao
com lavagem em detergente e agua corrente, passando na sequencia pela desidratacdo em
etanol e xilol e subsequente montagem das laminas com entellan para a leitura.

Os controles positivos sdo os que acompanham as rea¢des e o padrao de marcagao
imunoistoquimico com positividade citoplasmdatica em tecido pancreatico normal. A
avaliacdo padronizada para os marcadores foi baseada no “Quick score” Q=P x | (Hoos et al.
2001; Bertucci et al. 2004; Bendardaf et al. 2007) onde P, que corresponde a porcentagem
de células epiteliais positivas de forma difusa e uniforme, foram assim avaliadas: (O:

negativo; 1: < 25% de células positivas no citoplasma; 2: 26 a 50%; 3: >50%) e | que avalia a
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intensidade da coloragdo (1: leve; 2: moderada; 3: intensa), multiplicando os valores de P e |
obtemos a pontuacado ou score.
A expressdo foi considerada positivo fraco nos casos com pontuacdo (score) de 0 a 5

(1) e positivo forte na pontuacdo (score) 6 ou mais (2), de acordo com a Tabela 1 (Dong et al.

2011).
I: Intensidade de P: percentagem de células coradas
coloragao
0 (0%) 1 (< 25%) 2 (26-50%) 3 (>50%)
1 (leve) 0 1 2 3
2 (moderada) 0 2 4 6
3 (intensa) 0 3 6 9

Tabela 1 — Esquema de pontuacdo adotado para analise imunoistoquimica pela combinagado

da intensidade de coloracdo e a porcentagem de células coradas (Dong et al. 2011).

4.5 Andlise estatistica

Andlise descritiva das caracteristicas clinicas dos pacientes por meio de medidas de
tendéncia central (média e mediana), dispersdao (desvio padrdao) para as varidveis
quantitativas. Frequéncias e porcentagens foram calculadas para as varidveis clinicas
categoricas.

Para avaliar a associagao entre duas varidveis categdricas independentes foi utilizado
o teste qui-quadrado de Pearson (Xz).

Andlise da sobrevida global baseada nos critérios de risco (idade ao diagnéstico,
distribuicdo por sexo, localizagdo do tumor primario, doenca localizada ou metastatica ao
diagndstico, local da metastase, protocolo de tratamento, modalidade de tratamento local
dosagem sérica de DHL e expressdo de IGFR) foi realizada adotando como evento de

interesse a morte por quaisquer causas e razdes para a censura o término do seguimento
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(paciente vivo) ou perda de seguimento. Por outro lado, na andlise da sobrevida livre de
eventos foi adotado como evento de interesse a progressdo da doenca (progressdo e/ou
recidiva local ou a distancia) ou morte por quaisquer causas, e as razdes de censura, 0s
pacientes vivos e sem progressao da doenca, sem recidiva local ou a distancia ou com perda
de seguimento.

As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e para a
comparacao de curvas de sobrevida foi utilizado o teste Log-rank.

Fatores prognodsticos foram avaliados segundo o modelo de regressao de Cox
univariada para SG e SLE.

As andlises foram realizadas no programa estatistico SPSS (Versdo 19.0; Inc, IL). Foi

adotado o nivel de significancia de 5% para todas as hipoteses.

4.6 Questdes éticas
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Pio XII -
Hospital de Cancer de Barretos em 21/07/2011 sob o nimero 517/2011 (Anexo VI).
Realizado adendo para mudanca do titulo do estudo, inclusdo da realizacdo da
técnica de imunoistoquimica nas amostras tumorais acondicionadas em parafina e utilizagdo

das referidas amostras (Anexo VII).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteriza¢ao da amostra

A média de idade dos pacientes foi de 15 anos (desvio padrdo [DP] = 5,42 anos)
variando de 2,34 a 28,57 anos e houve predominio do sexo masculino com 63,6% dos casos.
Ao avaliarmos o grupo étnico a maioria dos pacientes eram brancos, perfazendo 83,1% da
nossa casuistica e apenas 2,6% dos individuos foram negros (Tabela 2).

Em relacdo a localizagdo, o acometimento dsseo prevaleceu, acometendo 58,4% dos
casos. Dos pacientes com lesdes de acometimento 6sseo, 28,8% acometeram o esqueleto
axial e nas lesdes que comprometeram as partes moles (PM) a regido axial foi acometida em
75,5% dos pacientes (Tabela 2).

Ao avaliarmos a presenga de metdstases, observamos que 44,2% dos pacientes
apresentavam lesGes metastaticas ao diagndstico (Tabela 2). Dentre os pacientes
metastaticos ao diagndstico 88,2% eram do sexo masculino (p<0,001) (Figura 13).

O principal sitio de metastase foi o pulmao perfazendo 52,9% da amostra, seguido da
localizacdo 6ssea com 8,8% (Tabela 2).

A andlise da dosagem sérica da DHL dos pacientes incluidos neste estudo, evidenciou
que 38,6% dos pacientes apresentavam valores acima de 1,5 vezes o limite superior da
normalidade (400 mg/dl) (Tabela 2).

A imunoistoquimica foi realizada em 68 amostras de tumores dos paciente incluidos
no estudo. A expressdo forte de IGFR esteve presente em 51,5% da amostra ao passo que
48,5% apresentavam expressao positivo fraco (Tabela 2).

Os principais sitios de acometimento ésseo da neoplasia foram o fémur e ossos da
pelve com 22,2% de acometimento em cada um desses segmentos. Nos tumores localizados
em partes moles, o gradeado costal (tumores de Askin) foi o principal sitio de acometimento

totalizando 43,8% dos pacientes (Tabela 3).
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Tabela 2 —Caracteristicas clinicas e variaveis de interesse prognostico de 77 pacientes com

diagndstico de TFE tratados no HCB, periodo 2003-2012.

Variavel n (%)
Idade
<15 anos 35 45,5
> 15 anos 42 54,5
Sexo Masculino 49 (63,6)
Feminino 28 (36,4)
Raca Branco 64 (83,1)
Negros 2 (2,6)
Pardo 10 (13,0)
Amarelo 1 (1,3)
Localizagdo do tumor Esquelético 45 (58,4)
primario
Extremidade 32 (71,1)
Axial 13 (28,8)
Partes moles 32 (41,6)
Extremidade 8 (25,0)
Axial 24 (75,5)
Doenca ao diagndstico Localizada 43 (55,8)
Metastatica 34 (44,2)
Local da metastase Pulmao 18 (52,9)
Osso 3 (8,8)
Pulm3o + osso 8 (23,6)
Sistema nervoso central 3 (8,8)
Outras localizagGes 2 (5,8)
Protocolos de tratamento Euro Ewing 10 (13)
Brasileiro 46 (59,7)
Sulamericano 21 (27,3)
Controle local Cirurgia 18 (22,6%)
Radioterapia 30 (39,4%)
Cirurgia + radioterapia 15 (19,7%)
Sem controle local 14 (18,3%)
Dosagem sérica DHL * <600 mg/dl 43 (61,4)
>600 mg/dl 27 (38,6)
Expressdo de IGFR**
Positivo fraco 33 (48,5)
Positivo Forte 35 (51,5)

* 7 pacientes ndo tinham dosagem sérica de DHL ao diagndstico.
**9 pacientes ndo possuiam amostras bioldgicas nos arquivos da patologia.



Tabela 3 — Principais sitios de acometimento dos TFE no esqueleto e nas partes moles.

Sitio do tumor primario n (%)

Esquelético 45  (100,0)
Fémur 10 (22,2)
Ossos da pelve 10 (22,2)
Tibia 6  (13,3)
Umero 5 (11,1)
Escapula 4 (8,8)
Clavicula 3 (6,7)
Ossos do pé 3 (6,7)
Mandibula 1 (2,2)
Maxila 1 (2,2)
Ulna 1 (2,2)
Fibula 1 (2,2)

Partes moles 32 (100,0)
Gradeado costal 14 (43,8)
Pelve 5 (15,6)
Coxa 3 (9,3)
Perna 2 (6,3)
Cervical 2 (6,3)
Braco 1 (3,1)
Tornozelo 1 (3,1)
Reto vaginal 1 (3,1)
Couro cabeludo 1 (3,1)
Tubo digestivo 1 (3,1)
Regido sacral 1 (3,1)

30
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100% -
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B Feminino

B Masculino

p<0,001

Metastatico N3o metastatico

Figura 13 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com as varidveis sexo e metdstase ao

diagndstico tratados no HCB, periodo 2003-2012 (p<0,001).

Todos os pacientes receberam tratamento quimioterdpico previamente ao
tratamento local da neoplasia. O tratamento local da lesdo com radioterapia e/ou cirurgia
teve a seguinte distribuigcdo: 22,6% foram submetidos apenas a cirurgia, 39,4% foram
submetidos a radioterapia exclusiva, 19,7% submetidos a cirurgia e radioterapia e 18,3% dos
pacientes foram a ébito antes do término da quimioterapia neoadjuvante (Tabela 2).

A modalidade de tratamento do sitio primario da neoplasia associada com a
localizagdo do tumor mostrou que nas lesdes de comprometimento axial o tratamento
cirurgico foi realizado em 29,7% das lesbes de acometimento axial e 55,9% nas lesGes de
extremidade (p=0,023) (Figura 14). A radioterapia exclusiva foi indicada em 64,9% dos
pacientes com lesdao axial e em 52,9% dos pacientes com tumores localizados nas
extremidades (p=0,218) (Figura 15). A associacdo das modalidades de tratamento local com
cirurgia e radioterapia esteve presente em 18,9% dos pacientes com lesdo axial (p=0,069)
(Figura 16). Dentre os pacientes metastaticos ao diagndstico 71,9% foram submetidos a
tratamento local com radioterapia (p=0,048) (Figura 17). A expressdao de IGFR mostrou

associacdo com a varidvel metdstase ao diagndstico (p<0,001) (Figura 18).
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® Com cirurgia

p=0,023

Les3o axial Lesdo de extremidade

Figura 14 — Distribuicdo do tratamento cirdrgico de acordo com o sitio da lesdo dos

pacientes com diagndstico dos TFE tratados no HCB, periodo 2003-2012 (p=0,023).
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10% -
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B Sem radioterapia

B Radioterapia

p=0,218

Lesdo axial Lesdo de extremidade

Figura 15 — Distribuicdo do tratamento radioterapico de acordo com o sitio da lesdo dos

pacientes com diagnodstico dos TFE tratados no HCB, periodo 2003-2012 (p=0,218).
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100%

90% -
80% -
70% -
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50% - B Lesdo de extremidade

40% - M Les3o axial
30% -
20% - p=0,069

10% -

0% -
Sem tratamento  Radioterapia Cirurgia Cirurgia +
local radioterapia

Figura 16 — Distribuicao do tratamento de acordo com o sitio da lesao dos pacientes com

diagndstico dos TFE tratados no HCB, periodo 2003-2012 (p=0,069).
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B Com radioterapia

p=0,048

Metastatico Nio metastatico

Figura 17 — Distribuigdao do tratamento radioterapico de acordo com a variavel metastase ao
diagndstico dos pacientes com diagndstico dos TFE tratados no HCB, periodo 2003-

2012(p=0,048) .
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Figura 18 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com as varidveis expressao de IGFR e

metdstase ao diagndstico tratados no HCB, periodo 2003-2012 (p<0,001).
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5.2 Analise de sobrevida baseada nos critérios de risco
Segue abaixo as curvas da SG e SLE segundo as caracteristicas clinicas dos pacientes

incluidos no estudo no periodo de 2003 a 2010.

0,84

0,6

044

Sobrevida acumulada

0,24

o0 T T T T T

Tempo (meses)

Figura 19 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de Cancer

de Barretos, periodo 2003-2010.

1,0
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Sobrevida acumulada
Ij
oM
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0,2

Tempo livre de eventos (meses)

Figura 20 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de

Cancer de Barretos, periodo 2003-2010.
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Figura 21 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de

Cancer de Barretos, considerando a varidvel faixa etdria, periodo 2003-2010.
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Figura 22 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de

Cancer de Barretos, considerando a variavel faixa etaria, periodo 2003-2010.
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Figura 23 - Curva de SG dos pacientes com diagnostico de TFE submetidos a tratamento no

Hospital de Cancer de Barretos, considerando a varidvel sexo, periodo 2003-2010.
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Figura 24 - Curva de SLE dos pacientes com diagnéstico de TFE submetidos a tratamento no

Hospital de Cancer de Barretos, considerando a varidvel sexo, periodo 2003-2010.
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B Esquelética

M Partes moles

Figura 25 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de Cancer

de Barretos, considerando a variavel localizacdo esquelética ou de partes moles do tumor,

periodo 2003-2010.
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Figura 26 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de

Cancer de Barretos, considerando a variavel localizagdo esquelética ou de partes moles do

tumor, periodo 2003-2010 .
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Figura 27 - Curva de SG dos pacientes com diagnéstico de TFE tratados no Hospital de Cancer

de Barretos, considerando a variavel localizacdo axial ou de extremidade do tumor, periodo

2003-2010.
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Figura 28 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de
Cancer de Barretos, considerando a variavel localiza¢do axial ou de extremidade do tumor,

periodo 2003-2010.
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Figura 29 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de Cancer
de Barretos, considerando a variavel metastase em diferentes sitios e os ndo metastaticos,

periodo 2003-2010.
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Figura 30 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de
Cancer de Barretos, considerando a varidvel metastase em diferentes sitios e os ndo

metastaticos, periodo 2003-2010.
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Figura 31 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de Cancer

de Barretos, considerando diferentes modalidades de tratamento local no periodo, periodo

2003-2010.
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Figura 32 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de

Cancer de Barretos, considerando diferentes modalidades de tratamento local, periodo

2003-2010.
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Figura 33 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de Cancer

de Barretos, considerando o protocolo utilizado no tratamento, periodo 2003-2010.
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Figura 34 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de

Cancer de Barretos, considerando o protocolo utilizado no tratamento, periodo 2003-2010.
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Figura 35 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de Cancer

de Barretos, considerando a variavel DHL, periodo 2003-2010.
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Figura 36 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de

Cancer de Barretos, considerando a varidvel DHL, periodo 2003-2010.
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Figura 37 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de Cancer

de Barretos, considerando a expressao de IGFR, periodo 2003-2010.
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Figura 38 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE tratados no Hospital de

Cancer de Barretos, considerando a expressao de IGFR, periodo 2003-2010.
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Tabela 4. Probabilidade de sobrevida acumulada e sobrevida acumulada livre de eventos
segundo as carateristicas clinicas e varidveis de interesse progndstico dos pacientes com

diagndstico de TFE tratados nos HCB, periodo 2003-2010.

Sobrevida acumulada livre de

Varidvel Sobrevida global eventos
2-anos 5-anos valordep 2-anos 5-anos valor de p
Sobrevida geral 61% 45% 59% 30%
Faixa etaria 0,202 0,417
<15 anos 72% 51% 69% 30%
> 15 anos 47% 40% 48% 32%
Sexo 0,555 0,587
Masculino 62% 37% 67% 30%
Feminino 58% 58% 50% 32%
Localizacao 0,457 0,243
Esquelética 58% 35% 59% 18%
Partes moles 64% 53% 60% 40%
Localizacao 0,256 0,502
Axial 59% 32% 59% 18%
Extremidade 63% 58% 60% 40%
Localizacdo da metdstase 0,293 0,009
Sem metastase 69% 53% 63% 48%
Pulmao 88% 45% 75% 33%
Extra pulmonar 47% 40% 41% 10%
Tratamento local <0,001 0,008
Sem tratamento 20% 20% 20% 20%
Radioterapia 63% 53% 58% 44%
Cirurgia 75% 64% 58% 48%
Cirurgia + radioterapia 67% 33% 85% 0%
Protocolo de tratamento 0,840 0,647
Euro Ewing 78% 44% 67% 33%
Brasileiro 57% 47% 58% 30%
Dosagem de DHL 0,710 0,747
<600 mg/dI 66% 46% 64% 15%
>600 mg/dI 55% 46% 61% 34%
Expressao de IGFR 0,502 0,628
Positivo fraco 70% 43% 60% 15%

Positivo forte 65% 42% 61% 34%




6290 (7£‘T-0%0) €8°0 050 (T2'e-950) S€'T 910} +

00T 00T ooed) + 449|
LYL0 (z6'T-0%'0) 88°0 1.0 (€8C-6¥'0) 8T'T Ip/8WO09<

00'T 00T Ip/8W009> 1HA
£90°0 (£0T-¥T'0) 8€°0 5000 (19°0-£0°0) 020 eldinip+eldesslolpey
S00°0 (19°0-90°0) 6T°0 1000 (T¥'0-€0°0) TT'O e1gini)
5000 (59°0-80°0) €20 1000 (05‘0-90°0) LTO eidesalolpey

00T 00T |e20| O1UBWEelRI) WSS |e20| 9]0J3U0)
8790 (To‘€-050) €21 080 (86°C-T¥0) TT'T oJ19|iselq

001 00'T 04n3 0]020304d
6000 (L€'1-€€'T) €T'E €610 (e8'v-€4'0) 88T Jeuownd esix3
ovL'0 (96‘C-9%0) £LT'T 9960 (T£2-S€°0) 86°0 oew|nd

00T 00T oeN ase1se1an
€050 (£s‘T-0%‘0) 6£°0 0920 (ov‘T-62°0) ¥9°0 apepiwaJlx]

001 00T |eIxy es119|9nbsa oedez|eson
LyT'0 (€€T-€€°0) 99°0 8St°0 (¥9°1-€€°0) ¥£'0 Sa|oW SaJed

001 00'T S0SSQ Jown] op oe3ezi|eao
8850 (ev‘c-19°0) TT'T 9550 (£L1-S€°0) 8270 ouluIwa4

00T 00T oulnasen| 0X3S
6170 (592-£90) €€'T £L0T°0 (0£°€-S2°0) £9T soue GT<

00T 00T soue GTS eliels exied

d ap Jojep (%s6) 21 d ap Jojep (%56) I [onelIeA

316 esed (YH) oneu piezey o6 esed (YH) onea piezey

"0T0Z-€00C Opo}Jad ‘gDOH sou sopejedy
341 °9p Ou_umOcmm__u wod mwucw_uma sop Ou_umﬁcmoLQ 9SS2J9lUl 9p SISABIIBA © Sedlul|d sedllsiialeled sep 375 @ HS eJed X0) °9p epelealun OWmmw._wwm_ —gejegel

9%



47

Segue abaixo as curvas da SG e SLE segundo as caracteristicas clinicas dos pacientes

metastaticos incluidos no estudo no periodo de 2003 a 2010.
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Figura 39 - Curva de SG dos pacientes com diagndstico de TFE metastdticos tratados no

Hospital de Cancer de Barretos, considerando a variavel localizacdo da metastase, periodo

2003-2010.
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Figura 40 - Curva de SLE dos pacientes com diagndstico de TFE metastaticos tratados no

Hospital de Cancer de Barretos, considerando a variavel localizacdo da metastase, periodo

2003-2010.
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Tabela 6 - Probabilidade de sobrevida acumulada e sobrevida acumulada livre de eventos
segundo a variavel localizacdo da metastase dos pacientes com diagndstico de TFE

metastaticos tratados nos HCB, periodo 2003-2010.

Sobrevida livre de eventos

Variavel Sobrevida global
2-anos 5-anos valordep 2-anos 5-anos  valordep
Metdstases 0,164 0,015
Pulmao 88% 45% 75% 33%
Extra pulmonar 47% 40% 41% 10%

Tabela 7 — Regressao univariada de Cox para SG e SLE segundo a variavel localizacdo da
metastase dos pacientes com diagndstico de TFE metastaticos tratados nos HCB, periodo

2003-2010.

Hazard ratio (HR) paraSG  Valor de Hazard ratio (HR) para SLE  Valor de

Variavel IC (95%) p IC (95%) p
Metastases
Pulmao 1,00 1,00

Extra pulmonar 1,98 (0,74-5,26) 0,171 2,82 (1,18-6,76) 0,020
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6. DISCUSSAO

Este foi um estudo de coorte realizado no Hospital de Cancer de Barretos que avaliou
retrospectivamente os dados clinicos dos pacientes com diagndstico de TFE tratados na
instituicdo, pela mesma equipe multidisciplinar, no periodo compreendido entre 2003 e
2012. Teve como objetivo, além de alimentar o registro hospitalar de cancer infanto-juvenil
da instituicdo, tracar o perfil clinico dos pacientes por ela assistidos e conhecer a eficacia do
tratamento por ela oferecido. Soma se ainda ao estudo, a avaliacdo de marcadores de
superficie celular que julgamos, a principio, ser a chave para futuras terapias alvo

especificas.

O HCB participa, desde o ano de 2000, de ensaios clinicos randomizados para
tratamento dos TFE. No periodo compreendido entre 2003 e 2012, onde concentramos
nossa casuistica, a instituicdo participou de trés protocolos distintos. O primeiro protocolo
utilizado no periodo foi o Euro EWING com 13% dos pacientes incluidos no estudo
submetidos a este regime de tratamento, o segundo ensaio clinico de tratamento foi o
Protocolo Brasileiro para Tratamento dos TFE que contemplou 59,7% dos pacientes do
estudo. Atualmente a instituicdo faz parte do Estudo Sulamericano para Tratamento dos TFE
com 27,3% dos pacientes incluidos neste estudo submetidos ao regime de tratamento
proposto. O HCB é responsavel pelo maior nimero de inclusdes, por instituicdo, neste
estudo, demonstrando a importancia do HCB no contexto de tratamento desta neoplasia na

Ameérica do Sul.

A média de idade dos pacientes envolvidos no nosso estudo foi de 15 anos (desvio
padrdo [DP] = 5,42 anos). A literatura enfatiza sua maior incidéncia na segunda década de
vida, sendo a maior parte dos pacientes acometidos jovens com menos de 20 anos de idade

(Pizzo et al. 2005 & Lanzkowsky 2005).

Nossa amostra foi composta de 63,6% de pacientes do sexo masculino e 36,4%
feminino, sendo que a literatura descreve a incidéncia dos TFE discretamente maior no sexo
masculino. Estudo retrospectivo baseado no banco de dados do National Cancer Institute’s
Surveillance, envolvendo 725 casos no periodo compreendido entre 1989 e 2007 obteve

uma relacdo de incidéncia entre o sexo masculino e feminino de 3:2 (Lee 2010). Outra
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casuistica com amostra de 300 pacientes, no periodo compreendido entre 1980 e 2005,

demonstra uma frequéncia de 58% no sexo masculino (Pradhan 2011).

Apenas 2,6% de individuos negros participaram da nossa casuistica. Nossa casuistica
é concordante com a literatura uma vez que os TFE sdo descritos como raros nos individuos
negros (Pizzo et al. 2005). Estudo envolvendo 220 pacientes encontrou 93,2% de pacientes

brancos e 6,8% de outras racas (Rodriguez-Galindo et al. 2007).

Os TFE podem se apresentar no esqueleto ou em tecidos moles. Dos pacientes
incluidos no estudo, 58,4% apresentaram doenca com localizacdo esquelética e 41,6%
localizados nas partes moles, ao passo que alguns estudos apresentam a localizagdao nas
partes moles com maior incidéncia. Estudo multicéntrico envolvendo 114 pacientes em
diferentes centros de tratamento oncolégico da Turquia demostra uma taxa de 53,5% de
tumores de localizacdo em partes moles (Arpaci 2013). Em contrapartida, estudo realizado
no St. Jude Children’s Research Hospital encontrou em sua casuistica 87,9% de pacientes
com acometimento esquelético da neoplasia (Krasin 2005). Além da localizacdo esquelética
e de partes moles, a localizacdo dos TFE pode ainda ser subdivida em axial e de extremidade,
em nossa casuistica, 48,0% dos pacientes apresentavam neoplasia de localizagdo axial ao
passo que 52,0% eram de localizagao esquelética. Dentre os localizados em partes moles,
75,5% eram axiais e nos esqueléticos, 71,1% acometiam a extremidade. Os principais sitios
de acometimento esquelético foram o fémur e os ossos da pelve (22,2% para cada regido
anatOmica) e nos tumores de acometimento de partes moles, o gradeado costal (43,8%). A
literatura infere que os principais sitios de acometimento esquelético dos TFE sdo ossos da
pelve, fémur, tibia e umero (Jedicka 2010). Nos TFE com acometimento de partes moles a
localizagdo mais frequente é a parede toracica (Arpaci et al. 2013). Em contrapartida,
algumas séries de casos trazem a localizacdo nas partes moles mais comumente nas

extremidades (Kinsella et al. 1983; Rud et al. 1989; Siebenrock et al. 1996).

A avaliacdo de doenca localizada ou metastatica ao diagndstico demonstrou que
44,2% dos pacientes apresentavam doenca metastatica, sendo o sitio pulmonar acometido
em 46,8% seguido do sitio esquelético com 28,6%. Este dado pode sugerir e ser explicado
pelo atraso diagndstico em alguns destes pacientes devido a dificuldade de acesso aos

centros especializados uma vez que, conforme a literatura cerca de 25 a 30% dos pacientes
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com diagndstico de TFE apresentam metdstase ao diagndstico (Esiashvili et al. 2008 & Grier
1997). Outros estudos trazem ainda uma taxa de metastase ao diagndstico de 13% nos
pacientes com tumor primdrio de localizacdo em partes moles (Shannon 2012). O sitio
preferencial de metastase descrito na literatura é condizente com os achados neste estudo,
sendo o pulmdo o principal (50% dos casos), seguido do acometimento 6sseo (25%) e/ou
medula déssea (20%) (Grier 1997). Em nosso estudo o pulmdo foi o principal sitio de
metastase com 52,9%. Observamos que 88,2% dos pacientes metastaticos ao diagndstico
eram do sexo masculino, havendo associagdo entre as varidveis sexo e metdastase ao
diagndstico (p<0,001). A literatura, a principio, ndo contempla a associa¢do entre essas duas

variaveis.

Todos os pacientes incluidos no estudo foram submetidos a tratamento sistémico
previamente (quimioterapia neo adjuvante) ao tratamento local e os principais agentes
quimioterdpicos utilizados nos diferentes protocolos foram: vincristina, adreamicina,
ifosfamida, doxorrubicina, etopside, ciclofosfamida e vimblastina. Dentre os pacientes
incluidos no estudo, 18,3% foram a obito antes do tratamento local. Dos pacientes
submetidos a tratamento local, a cirurgia esteve presente de forma isolada em 22,6%, a
radioterapia exclusiva em 39,4% e a associacdo da cirurgia com radioterapia em 19,7%. A
completa excisdo cirdrgica é tida como a melhor modalidade de tratamento local,
apresentando menor taxa de recorréncia local quando comparado com a radioterapia
isolada para o tratamento do tumor primario (Cotterill et al. 2000). A baixa taxa de cirurgia
isolada e/ou associada a radioterapia, encontrada no nosso estudo, pode ser explicada uma
vez que obtivemos uma taxa de metastase ao diagndstico de 44,2%. A metdstase é
considerada como o pior fator progndstico para os pacientes com diagndstico de TFE
(Esiashvili et al. 2008). Nos pacientes metastaticos, com metdstase irressecavel, o
tratamento cirdrgico, que muitas vezes pode envolver perda de segmentos corporais, da
espaco ao tratamento local com radioterapia. Dentre os pacientes metastaticos ao
diagnostico 71,9% foram submetidos a radioterapia como tratamento do sitio primario da
neoplasia, existindo associacdo entre as varidveis doenca metastatica e tratamento
radioterapico (p=0,048). Ao avaliarmos a modalidade de tratamento local associado ao sitio
primario da neoplasia observamos que nas lesGes de acometimento axial o tratamento

cirurgico foi realizado em 29,7% e nas lesdes de extremidade em 59,5% existindo associagao
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entre a as variaveis modalidade de tratamento local e localizagdo da neoplasia (p=0,023). Tal
fato se explica pela dificuldade de acesso cirdrgico e obtencdo de margens cirdrgicas
adequadas nas lesGes de comprometimento axial. A aparente superioridade da cirurgia
pode representar viés de selecdo, uma vez que lesGes maiores e mais centrais
frequentemente sdo tratadas com radioterapia (Shamberger 2000).

Encontramos 61,4% dos pacientes com a dosagem de DHL sérico abaixo de 600mg/d|
e 38,6% com valores igual ou acima. Dentre os pacientes incluidos no estudo, sete ndo
apresentavam dosagem de DHL sérico ao diagndstico. Existe uma dificuldade do completo
estadiamento das neoplasias tratadas no Sistema Unico de Saude, muitas vezes a falta de
reagentes nos laboratérios das instituicbes que se prestam ao atendimento oncolégico
podem comprometer estudos futuros. A literatura destaca que os niveis séricos aumentados
de DHL antes do tratamento pode guardar correlacdo com grandes tumores primarios e
metdstase (Bacci et al. 2006).

Nas amostras bioldgicas dos TFE utilizadas neste estudo encontramos 51,5% dos
espécimes com IGFR fortemente expressa e 48,5% com positividade fraca. Quando
avaliamos a presenca de metdstase ao diagndéstico juntamente com a expressdao de IGFR
encontramos associacdo entre as varidveis (p<0,001). A literatura, a principio, ndo
contempla a associacdo entre expressdo de IGFR e metastase ao diagndstico. Talvez a
positividade forte para a expressao de IGFR possa ser um fator preditor para metdstase ao
diagndstico nos TFE.

Encontramos uma SG de 45% em 5 anos e uma SLE de 30% em 5 anos. A literatura
evidencia uma SLE em torno de 70% com a compreensdo do conceito de administragao dos
guimioterdpicos em regime de intervalos, além do tratamento local (Pizzo 2005). Em
contrapartida, estudos revelam que os casos avancados ndo tém apresentado respostas
animadoras, quando submetidos a abordagem de tratamento padrdo, no que diz respeito a
melhorar as taxas de sobrevida, com as taxas em 5 anos, recentemente descritas como
menos de 25% (Ross etal. 2013). Nosso estudo envolveu uma parcela de pacientes
metastaticos ao diagndstico maior que o descrito na literatura, uma vez sendo a metastase
ao diagndstico o pior fator progndstico, justifica-se a SLE de eventos de 30% em 5 anos dos

pacientes incluidos.
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Diversos sdo os fatores prognosticos nos TFE, entretanto nota se divergéncia desses

fatores entre alguns estudos.

A idade é fator progndstico na literatura sendo que pacientes com idade inferior a 15
anos apresentam melhor progndstico em relacdo aos pacientes adolescentes com idade
superior a 15 anos e adultos (Cotterill et al. 2000; Rodriguez-Galindo et al. 2000; Bacci et al.
2006; Van Den Berg et al. 2008). Entretanto, revisdo de dois ensaios clinicos alemaes para
tratamento do SE envolvendo pacientes com idade superior a 40 anos ao diagndstico
apresentaram sobrevida compardavel aos adolescentes atendidos no mesmo ensaio (Pieper
et al. 2008). Foi observado no nosso estudo que para os pacientes com idade inferior aos 15
anos, a curva evidencia melhor sobrevida nesse grupo quando comparado com os pacientes
de idade superior, no entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre as curvas de SG e SLE (respectivamente, p=0,202 e p=0,417).

Nossa casuistica sugere melhor SG e SLE nos individuos do sexo feminino com SG de
58% em 5 anos e SLE de 32%, porém ndo foi encontrado significancia estatistica
(respectivamente, p=0,555 e p=0,587). Estudos trazem a varidvel sexo como fator
progndstico nos TFE, referindo maior sobrevida nos individuos do sexo feminino (Bacci et al.

2006).

Nossos resultados favorecem maior SG e SLE nos pacientes com tumores de
localizagdo em partes moles quando comparado aos de sitio esquelético porém, ndo houve
significancia estatistica na andlise (respectivamente, p= 0,457 e p=0,243). Dados da literatura
fazem inferéncia a pior progndstico nos tumores localizados em partes moles (Angervall &
Enzinger 1975). Estudo utilizando registro de cancer de base populacional ndo encontrou
diferenca no progndstico no tocante a localizagdo axial ou de extremidade do tumor (Lee
2010). Ao avaliarmos a SG e SLE no nosso estudo, os dados sugerem melhor SG e SLE nos
pacientes com lesdo na extremidade quando comparado com as lesGes de
comprometimento axial porem, ndo houve significancia estatistica (respectivamente,

p=0,256 e p=0,502).

A SLE foi estatisticamente significativa quando analisamos a varidvel metastase ao
diagndstico, com taxa de 48% em 5 anos para os pacientes ndo metastaticos, 33% para os

gue apresentavam metdstase pulmonar e 10% para metdstase extra pulmonar (p=0,009).
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Quando avaliamos esses dados em uma regressao univariada de Cox, encontramos pior
progndstico nos pacientes com metastase extra pulmonar (HR=3,13[1,33-7,37], p=0,009) Ao
categorizarmos o0s pacientes metastatico em dois subgrupos, metastase pulmonar e
metdstase extra pulmonar, observamos também pior progndstico nos acometidos por
metdstase extra pulmonar, com SLE de 10% em 5 anos (p=0,015). A regressao univariada de
Cox, demonstrou melhor progndstico para os pacientes com metastase pulmonar quando
comparado aos pacientes com metastase extra pulmonar (HR=2,82[1,18-6,76] p=0,009). A
literatura evidencia um pior progndstico para as metdstases extra pulmonares (Cotterill et al.
2000; Rodriguez-Galindo et al. 2000; Miser et al. 2004). A presenca de metdstase dssea
parece ter melhor progndstico apenas em relacdo aos pacientes que, além do envolvimento

extra pulmonar, apresentam também comprometimento pulmonar (Paulussen et al. 1998B).

A modalidade de tratamento local demonstra uma melhor SG e SLE para os pacientes
submetidos apenas a cirurgia, sendo de 64% em 5 anos para SG e 48% para a SLE
apresentando significancia estatistica (respectivamente, p<0,001 e p=0,008). A regressao
univariada de Cox para o controle local com cirurgia apresentou significdncia estatistica
(HR=0,11[0,03-0,41], p=0,001). Conforme referido anteriormente essa superioridade da
cirurgia pode representar viés de selecdo, uma vez que lesGes maiores e mais centrais
frequentemente sdo tratadas com radioterapia (Shamberger 2000). Reforcamos a
necessidade de ensaios clinicos randomizados para melhor avaliacdo da superioridade

cirurgica em relacdo as outras modalidades de tratamento local.

Para andlise de sobrevida dos pacientes incluidos no estudo considerando a varidvel
protocolo de tratamento, estratificamos nossa amostra em dois grupos: pacientes
submetidos ao regime de tratamento do Euro Ewing e ao Protocolo Brasileiro para
Tratamento dos TFE. A SG atingiu o valor de 47%, em 5 anos, nos pacientes submetidos ao
regime proposto no Protocolo Brasileiro para Tratamento dos TFE e 44% nos pacientes
assistidos com base no Euro Ewing (p=0,840). Para a SLE a sobrevida em 5 anos foi de 33% e
30% respectivamente (p=0,657). Nao houve significancia estatistica na avaliagdo da
sobrevida estratificada por protocolo de tratamento, tal fato pode ser explicado pelo
pequeno numero de pacientes incluidos no protocolo Euro Ewing (13%) quando comparado

ao o Protocolo Brasileiro para Tratamento dos TFE que envolveu 59,7% da amostra.
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A dosagem sérica de DHL foi categorizada em 2 grupos: <600mg/dl e >600mg/dIl. A
SG em 5 anos foi de 46% para os dois grupos em questdo, nao se evidenciando significancia
estatistica para a variavel (p=0,710). Sete pacientes ndo apresentavam dosagem sérica do
DHL ao diagndstico, tal fato pode ter sido responsavel pelos resultados similares, uma vez
qgue niveis séricos aumentados de DHL antes do tratamento estdo associados com pior
progndstico, sendo que este aumento também pode guardar correlacdo com grandes

tumores primarios e metastase (Bacci et al. 2006).

A andlise da sobrevida considerando a varidvel expressao de IGFR foi de 42% em 5
anos para SG para positividade forte e de 42% para os positivos fracos (p=0,502). Quando
analisamos a SLE observamos uma sobrevida de 34%, em 5 anos, para os fortemente
positivos e de 15% para os positivos fracos (p=0,628). Ndo houve significancia estatistica na
analise de sobrevida considerando a variavel expressdo de IGFR. Tal fato pode ser explicado
pelo tamanho da amostra. Nove pacientes ndo apresentavam amostras bioldgicas no
Departamento de Anatomia Patoldgica. O uso de amostras bioldgicas nos estudos que
envolvem a avaliacdo citogenética apresentam limitacdes. Grande parte desse material é
constituido de fragmentos de tecidos obtidos por bidpsia utilizando agulhas, sendo escassos.
A substancia utilizada para fixacdo desses materiais também pode ser fator determinante,
principalmente nos estudos moleculares. A criagdo dos chamados bancos de tumores, com
congelacdo de amostras a fresco talvez seja o caminho para otimizacdo dos estudos que

envolvem citogenética.

Diversos estudos buscando terapias alvo com foco no bloqueio da atividade do
receptor de IGF tem sido realizadas. Recente revisdo demonstra que em alguns tipos de
tumores o uso de drogas bloqueadoras do receptor de IGF1 tem piorado a sobrevida desses
pacientes. Em um ensaio clinico de Fase IlI, envolvendo tratamento com drogas
bloqueadoras do receptor de IGF1 no cancer de mama pds menopausa, com receptor
positivo, evidenciou piora da sobrevida global. Cita se ainda, que os mecanismos de
resisténcia a terapia alvo com bloqueio do IGF1-R pode estar envolvido em associacdao com
outros receptores como o EGFR e conclui que as vias de sinalizacdo envolvidas no IGFR sdo

mais complexas do que se pensava inicialmente (Guha 2013).
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Ressaltamos que os TFE sdo neoplasias raras e as casuisticas institucionais sdo
geralmente pequenas, o que dificulta sobremaneira os estudos clinicos. H4 uma evidente
dificuldade no estudo das neoplasias raras no Brasil em virtude da ineficiéncia dos registros
hospitalares de cancer e registros de cancer de base populacional. Estes registros quando
existentes encontram dificuldade para a sua manutencdo, o que pode levar a vieses que se
refletirdo na analise dos dados das diferentes regides do pais (Guerra et al. 2005) A
consolidacdo dos fatores progndsticos para os TFE depende ndo somente dos estudos
multicéntricos, mas também de uma estrutura organizada de coleta e armazenamento dos

dados obtidos.

Este estudo contempla a iniciativa de criagdo de um registro hospitalar de tumores
pediatricos no HCB, que ajudara em futuras pesquisas para melhor entendimento do cancer

e consequentemente na exceléncia do tratamento.
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7 CONCLUSOES

e Os pacientes com diagndstico de TFE, tratados no HCB, apresentam uma maior
incidéncia de metastase ao diagndstico quando comparamos aos dados da
literatura existente.

e A expressao forte de IGFR estd mais presente em pacientes com metastase ao
diagnéstico.

e Localizacdo extra pulmonar da metdstase foi associada com pior prognéstico.

e O controle cirdrgico exclusivo do sitio primario esteve associado ao melhor

progndstico comparado com as outras modalidades de tratamento local.

e A expressdo de IGFR, a principio, ndo se comportou como fator progndstico nos

TFE.
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ANEXO 1 - INFORMAGOES DO PROTOCOLO SULAMERICANO PARA TRATAMENTO DE
PACIENTES COM TFE.

ESTUDO SULAMERICANO PARA O TRATAMENTO DE PACIENTES COM TUMORES DA FAMILIA EWING

A seguir se detalham as informacGes sobre a evolugdo do protocolo até 3 de julho de 2012.

1. PACIENTES POR INSTITUIgﬁO - Até 3 de julho de 2012

INSTITUICAO Ne %
PACIENTES
Hospital de Céncer de Barretos - HCB - BRA 12 14,63
Hospital de Pediatria Juan Garrahan - ARG 10 12,19
Hospital de Clinicas de Porto Alegre - HCPA - BRA 9 10,97
Centro Hospitalario Pereira Rossel - URU 8 9,75
Instituto de Oncologia Pediatrica - IOP - BRA 8 9,75
Hospital S3o Lucas - PUC - RS - BRA 5 6,09
PINDA - Hospital Exequiel Gonzélez Cortés - CHI 5 6,09
Hospital do Cancer AC Camargo - SP - BRA 4 4,87
Hospital Calvo Mackena - CHI 3 3,65
Instituto do Céncer de Ceara - BRA 3 3,65
Hospital de Clinicas Pediatricas Bolivar Risso - GRENDACC 3 3,65
Hospital Amaral Carvalho - Jau - BRA 2! 2,43
Hospital da Crianga Santo Antonio 2 2,43
Santa Casa Misericérdia de Sao Paulo - BRA 2! 2,43
Hospital de Nifios Ricardo Gutierrez - ARG 2. 2,43
PINDA - Sotero del Rio 1 1.24
PINDA - San Borja Arriaran 1 1,24
Instituto Nacional de Cancer 1 1.24
Hospital Conceigao Porto Alegre - RS _ BRA 1 1,21
TOTAL 82 99,85
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ANEXO 2- ESQUEMA DE TRATAMENTO PARA TFE CONFORME PROTOCOLO EURO-EWING.
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ANEXO 3 - ESQUEMA DE TRATAMENTO PARA TFE BAIXO RISCO CONFORME PROTOCOLO
BRASILEIRO.

Zsquema de tratamento para os pacientes portadores de tumor da Familia Ewing, Grupo de BAIXO RISCO.
ritérios:

+ DHL ao diagnéstico = 1.5x o limite superior da normalidade, e;

+ Tumores ressecaveis de localizagdo ndo pélvica.

Semo0 Sem 3 Sem 6 Sem9 Sem12 Sem15 Sem18 Sem 21 Sem24 Sem27 Sem3i0 Sem33 Sem36 Sem 39
[ [ Vv Y I Y [ v I v [ v I v
C C A A E Al E A E A E A? E C
E C C C c o} c

\

H

Awvaliar Avaliar Ava
resposta resposta resp

—_——

Controle Local:

Cirurgia efou RT
Obs.:
1. Durante a radioterapia omitir adriamicina (doxorrubicina). Por exemplo, como a radioterapia geralmente é realizada entre as semana
12 a 15, usar somente vincristina e ciclofosfamida na semana 15; transferindo a dose de adriamicina para semana 39. Se, por algumi
razao a radioterapia for realizada em outro periodo, proceder da mesma maneira, evitando a concomitancia da radioterapia com
administracdo da adriamicina;

2. Usar somente 6 ciclos de adriamicina (dose maxima = 360 mg/m?).
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ANEXO 4 - ESQUEMA DE TRATAMENTO PARA TFE ALTO RISCO CONFORME PROTOCOLO
BRASILEIRO.

tsquema de tratamento para os pacientes portadores de tumor da Familia Ewing, Grupo de ALTO RISCO.
Zritérios:

+ DHL = 1.5x LSN ao diagnéstico, ou;

+ Tumores de localizac&o pélvica, ou;

+ Tumores imessecaveis, ou;

+ Presenca de metastase pulmonar, éssea e/ou medula éssea (MO).

Sem0 Sem3 Sem6 Sem?9 Sem 12 Sem15 Sem18 Sem21 Sem 24 Sem27 Sem30 Sem33 Sem36 Sem 39 Sem42 Sem 45
I I \ A I \4 I v I \' I \4 I v | A
c C A A c Al C A c A c A E C E c
E E C Cc E c E Cc E [ E c
ﬂ ][_\[ |
Avaliar a Avaliar a Avaliar a
r i resposta

Controle Local:

Cirurgia efou RT
Obs.:
1. Durante a radioterapia omitir adriamicina (doxorrubicina). Por exemplo, como a radioterapia geralmente € realizada entre as semanas 12 a
15, usar somente vincristina e ciclofosfamida na semana 15; transferindo a dose de adriamicina para semana 39. Se, por alguma razdo a
radioterapia for realizada em outro periodo, proceder da mesma maneira, evitando a concomitancia da radioterapia com a administracéo da
adriamicina;
2. Usar somente 6 ciclos de adriamicina (dose maxima = 360 mg/m?).
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ANEXO 5 - ESQUEMA DE TRATAMENTO PARA TFE CONFORME PROTOCOLO
SULAMERICANO.

Indugio
Ciclo 1 3 5 [ T
Sem 0 4 B 10 12 13
v I ") | W | W Aval Resp
D E | D E o E D
c c c C
Continuagdo - Tratamento Local: Cirurgia
Tio Local Ciclo & 3 10 11 12 13 14
Sem 14 15 18 Fa 24 27 30 33
Cirurgia I v I v I v |
E D E c E C E
c

Tto metrondmico: vimblastina § mg/m2 ev semanal + Ciclofosfamida 25
mgim2 VO didria

Continuagdo - Tratamento Local: Radicterapia

Tto Local Ciclo 8 L 10 11 12 12 14
Sem 14 15 18 21 24 2T 30 33
| W | W |
c E D E C E C
RADIOTERAFLA c Tto metronomico

Continuagdo - Tratamento Local: Cirurgia = Radicterapia

Tto Local Ciclo 8 ] 10 11 12 13 14
Sem 14 15 18 Fa | 24 27 a0 13
Cirurgia I W | W | W |

E D E C E C E
z RADIOTERAFIA
Tio Metronomico

Continuagdo — Tratamento: Local Radioterapia e Cirurgia

Tto Local Ciclo 8 3 10 1 12 13 14
Sem 14 15 18 21 24 a7 30 33
W | W | W | v
C E o E C E C
RADIOTERAFLA C Cirurgia Tio Metrondmico
pos 27
Manutengao:

Ciclofosfamida 25 mgim2/dia VO, vimblastina & mg'm2isemana EV durante 104 semanas.

Legenda: VW, wincristina, D, doxormubicina, C, ciclofosfamida, |, ifosfamida, E, etoposide




ANEXO 6: FICHA DE CATALOGAGAO DE DADOS.
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1 Identificacdo 1
2 Nome 2
3 Registro Hospitalar 3
4 Data de nascimento 4
DO/MMIAAAR
5 ICategorna 5
1- SUS; 2- Convénios; 3- Quiros
6 Raca 6
1- Branco; 2- Negro; 3- Pardo; 4- Amarelo; 99- Ignorado|
7 MNaturalidade - Cidade 7
DESCREVER
8 Naturalidade - UF 8
DESCREVER
9 Estado Civil 9
1- Solteiro; 2- Casado / Unido estavel; 3- Separado; 4- Vidvo, 99- Ignoradol
10 Itividade profissional 10
DESCREVER
11 Departamento que o atende na nossa instituico 11
DESCREVER
12 I0rigem do paciente 12
1- Clinica particular; 2- Rede publica; 3- Por conta propria; 99- Ignoradol
43 |Pata do primeiro atendimento em nosso servico 13
DO/MMAAAR
Data do diagnostico
14 DO/MMAAAR 14
15 Hemograma ao diagnostico 15
TRATAMENTO ANTES HCB
Biopsia
16 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado| 16
Diagndstico inicial
17 DESCREVER 17
Mpo histologico
18 i _ DESCREVER 18
19 Estadiamento utilizado 19
IQuimioterapia
20 0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado| 20
Radioterapia
2 0- Néo; 1- Sim; 99- Ignorado| 2
ICirurgia
2 0- N&o; 1- Sim; 99- Ignoradof 2
TRATAMENTO HCB
Revisao diagnostica
23 0- Néo; 1- Sim; 99- Ignorado| 23
IAP Revisdo
24 DESCREVER 24
g5 Modificagio diagnostica 25
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignoradof
Biopsia
26 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignoradof 26
27 Data em que recebeu o primeiro tratamento 27
DO/MMIAAAR
28 IQuimioterapia necadjuvante 28
0- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado|
29 Protocolo quimioterapia neoadjuvante 29
DESCREVER
30 Mudanca protocolo quimioterapia neoadjuvante 30
0- Néo; 1- Sim; 99- Ignorado|
Motivo da interrupgao / Nao seguimento no protocolo — Quimioterapia neocadjuvante
n 1- Crescimento do tumor apos indugdo; 2- Ulceragdo f Sangramento do tumar; n
3- Dor intratavel: 4- Outros
32 Iduimioterapia adjuvante 32
0- Néo; 1- Sim; 99- Ignorado|
Protocolo quimioterapia adjuvante
33 DESCREVER 33
34 Mudanca protocolo quimioterapia adjuvante 34
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignoradof
Motivo da interrupg3o / No seguimento no protocolo — Quimioterapia adjuvante
35 1- Crescimento do tumor apos indugdo; 2- Ulceragdo f Sangramento do tumar; 35
3- Dor intratavel; 4- Outros
Radioterapia
36 0- Néo; 1- Sim; 99- Ignorado| 36
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ICirurgia
37 g 0- Néo; 1- Sim; 99- Ignoradol 37
38 Tipo de Cirurgia j 18
1- Urgente; 2- Eletiva; B8- Mo se aplica; 99- Ignoradgl
Mpo de ressecgdo
39 1- Com preservagdo do membro; 2- Sem preservagio do membro (amputaggo); 39
88- Mo se aplica; 99- Ignoradol
I5e realizou cirurgia, qual resultado?
40 1- Completamente ressecado com margens livres) 40
2- Completamente ressecado com margens comprometidas; 3- RessecgSo incompletal
41 [Reconstrucdo o o j ] a1
1- Bioldgica; 2- Mecanica; 88- Mo se aplica; 99- Ignoradol
4 IComplicagdes cirlrgicas j ] j ] 42
0- Nao; 1- Sim; 88- Mao se aplica; 99- lgnoradol
43 |nfeccdo de ferida operatoria . ] ] ] j ] 43
0- Nao; 1- Sim_ precoce (ate 30 dias); 2- 5im, tardia; 88- Nao se aplica; 99- Ignoradol
44 Eventos tromboembdlicos i 44
0- Mao; 1-TVP; 2- TEP)|
Deiscéncia de ferida operatoria
45 0- Mao; 1- Sim, sem necessidade de reabordagem; 2- Sim, com necessidade de reabordagem; 88- Nao 45
s2 aplica; 99- lgnoradol
a6 [Tipo histologico DESCREVER 46
a7 Estadiamento utilizado a7
Metastases
48 0- Ausentes; 1- Presentes| 48
Data da metastase
49 DOYMMAAAA 49
59 |ocalda metastase - Pulmao . 50
0- Mao; 1- Sim; 99- Ignorado|
51 lLocal da metastase - Ossos . ] 59
0- Naog; 1- Sim; 99- Ignoradof
52 lLocal da metastase - Medula Ossea . _ 52
0- Naog; 1- Sim; 99- Ignoradof
53 lLocal da metastase - SNC . ] 53
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignoradol
54 Local da metastase — Outro local j 54
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignoradol
55 PHL 55
56 Data da ultima informacao / obito oommanas 56
57 [Status . R . 57
1- Vivo sem doenca; 2- Vivo com doenga; 3- Obito por cancer; 4- Obito por outra doengal
58 Perdeu seguimento (tempo do retomo x 2) . 58
0- Naog; 1- Sim; 99- Ignoradol
Localizag3o
59 Descrever 59
60 IGrau de MNecrose 60
1 —qgrau IV: 2 —grau lll: 3 — grau 1l; 4 —grau |; 88 — ndo se aplica; 99 - lgnoradof
61 Febre ao diagnostico j ] 61
0- Néo; 1- Sim; 99- Ignoradol
62 ISexo 62

1 — feminino; 2 - Masculino|




75

ANEXO 7: CARTA DE APROVAGAO DO CEP

HOSPITAL Comité de Etica em Pesquisa
BARRETOS CEP

Fundag o Pic U

®

Para: Valter Penna

De: Dr. Sergio Vicente Serrano
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 17/08/2011

Projeto de Pesquisa: 517/2011

Prezado (a) Senhor (a),

Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagéo Pio X!l —
Hospital de Cancer de Barretos analisou em reunido ordindria de 21/07/2011 o projeto de
pesquisa 517/2011 “Catalogagdo dos pacientes com diagnostico de Sarcoma de EWING tratados

no Hospital de Cancer de Barretos”, decidindo que o mesmo encontra-se: ”AQrovado”.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP, relatdrios semestrais e final, bem como

possiveis emendas e novos termos de consentimento livre e esclarecido, notifique qualquer evento
adverso sério ocorrido no centro e novas informacdes sobre a seguranga do estudo a fim de se
fazer o devido acompanhanrento.

Atenciosamente,

Dr. Sergio Vicente Serrano
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital de Céncer de Barretos

Rua Antenor Duarte Villela, 1331 - B, Dr. Paulo Prata — Barretos — SP CEP 14784-400 — CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R. 6894 — cep@hcancerbarretos.com.br
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ANEXO 8: CARTA DE APROVAGAO DO CEP PARA ALTERAGAO DO TITULO DO ESTUDO,
MUDANGA DE ORIENTADOR E INCLUSAO DA ANALISE DE IMUNOISTOQUIMICA

../‘/

. {/ﬁ-—e&\‘
{HoSPITAL \ L -
\ BaRRETOS / Comité de Etica em Pesquisa

D CEP

Para: Luiz Fernando Lopes

De: Ednise Woyciechowski
Coordenadora Adjunta do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 17/05/2013

Projeto de Pesquisa: 517/2011

Prezado (a) Senhor (a),

Venho, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Pio XIl -
Hospital de Cancer de Barretos analisou os seguintes documentos do projeto 517/2011
“CATALOGACAO DOS PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE SARCOMA DE EWING TRATADOS NO
HOSPITAL DE CANCER DE BARRETOS”, e:

» Aprovou o Adendo ao Estudo Supracitado, submetido em 10/05/2013;

Atenciosamente,

Coordenadora Adjunta do Conité de Etica em Pesquisa
Fundacio Pio XII - Hospita\ de Céincer de Barretos

Fundagdo Pio XIl — Hospital de Cincer de Barretos
Rua Antenor Duarte Villela, 1331 — B. Dr. Paulo Prata — Barretos — SP CEP 14784-400 — CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R. 6894 — cep@hcancerbarretos.com.br



Anexo 9: MABIN

MABIN (Material Biol6gico / NAP)

FORMULARIO DE REQUISICAO DE MATERIAL BIOLOGICO E DE AUXILIO DO NUCLEO DE APOIO AO PESQUISADOR

77

ATENCAOQ: N3o deixe NENHUM campo em branco!

Projeto de pesquisa: "Catalogagdo, analise de sobrevida e expressdo de IGFR dos pacientes com diagnéstico

dos tumores da familia Ewing tratados no Hospital de Cancer de Barretos"
Pesquisador: Adriano Jander Ferreira

FINALIDADE
[ Tcc - Graduacso [X] Mestrado
[ Iniciagdo Cientifica [] boutorado
|:| Monografia — Pés-graduagdo (Latu Sensu) |:| Pés-Doutorado
[Jprpac [J uPC - Unidade de Pesquisa Clinica
[ projeto regular [ outros:

Projeto de pesquisa envolve seres humanos? DNéo E]Sim

Verificou disponibilidade e quantidade de amostra bioldgica? DNéo &Sim D NA

(Em caso do uso de amostra criopreservada favor anexar relatério de levantamento de amostras)

Coleta prospectiva de material bioldgico? [Onso Xsim [INA
Encaminhamento de amostra biolégica para outra instituicdo? [XIN&o []sim []NA

AMOSTRA BIOLOGICA SUPORTE AO PROJETO DE PESQUISA (NAP)
Tecido congelado Xngo [sim N2 amostras Discussdo do projeto OOngo Xsim
Bloco de parafina [Onso [XIsim 80 Ne amostras Orientagdo metodoldégica [OOnso  Xsim
Bloco de TMA &Néo |:|Sim N2 amostras Calculo do tamanho da amostra [Onso  Xsim
Lamina (histopatologia) @Néo [Csim N2 amostras Confecgdo de ficha de coleta [nso  [XSim
Lamina (citologia) Xngo [Jsim N2 amostras Montagem banco de dados OOngo  Xsim
Citologia (base liquida) XINgo  [[Jsim N2 amostras Digitagdo de ficha de coleta [COngo  [Xsim
Células (cultura estabelecida) ~ DINZo  []Sim N linhagens Consisténcia do banco de dados [OOnso  Xsim
Células (cultura primaria) XINso  [sim N2 amostras Analise estatistica [(Ongo  [Xsim
Sangue Total Xingo  [Jsim N amostras Randomizag&o XINgo  [Jsim
Plasma XIngo  [dsim N2 amostras Discussdo de resultados [OOnso  Xsim
Soro XIngo  [Jsim N2 amostras Outros:
Medula Ossea Xingo [Jsim N amostras
BuffCoat Xingo [sim N2 amostras
QOutros: COORDENADORIA DE PROJETOS
Aplicagdo TCLE XIngo  [sim
PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO Coleta de material biolégico Xngo  [Jsim
Extracdo de DNA XNgo [Jsim Gerenciamento de agenda XNso [Jsim
Extracdo de RNA XINgo [Jsim Processo regulatério XNso [Jsim
Imunohistoquimica DNéo Xsim Correspondéncia |ZN§0 DSim
Confecgdo de TMA XINgo DSim Aplicagdo de questiondrio @Néo DSim
FISH XNgo  [Isim Preenchimento de CRF XNso  [Jsim
Outros: Submissdo de CRF Xngo  [Jsim
Busca ativa de pacientes (Sele¢do) Xnso  [Jsim
METODO Outros:
Especifique:

Observagdes adicionais:

RO

Al

melaen -

P Barretos, 18 de jarpv&zgjj/

Pesquisador Principal

*Para simpl do de

p

NAP - Coordenadoria

NAP - Suponfte

ia de amostras no banco. A disponibilizacdo das mesmas para o estudo esta sujeita a aprovagéo do projeto junto ao CEP.

Biobanco*

Versdo 1.7 (12/2012)
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