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RESUMO

Relatamos o caso de uma paciente, 25 anos de idade, portadora de lesdo volumosa em mama diveita. A bidpsia da lesdo evidenciou
neoplasia fusocelular de alto grau, a imuno-histoquimica ndo revelou a histogénese da lesdo. A paciente foi submetida a cirurgia
radical e ao tratamento adjuvante. Diante do perfil imuno-histoquimico e do arranjo em roseta em lesdo fusocelular, foi realizada
avaliagdo molecular de translocagoes associadas ao sarcoma de Fwing (SE); entrelanio ndo foram observadas translocagoes
comumente associadas a essa patologia [1(11;22)(q24;q12)]. O presente relato pode contribuir para a investigagdo diagnistica
de casos semelhantes, bem como para a orientagdo pré-leste da avaliagdo molecular.

Unitermos: neoplasias da mama; patologia; sarcoma de Fwing.

ABSTRACT

We report the case of a 25-year-old female patient having a large lesion in the right breast. The core biopsy revealed a high-grade fusocellular
neoplasm. Immunostains show no evidence of a specific line of differentiation. The patient underwent radical surgery and adjuvant treatment.
Due to the immunohistochemical profile and the rosette arrangement in fusocellular injury, a molecular evaluation of translocations
associated to the Ewing sarcoma (ES) was made. However, translocations commonly associated with this disease [t(11;22)(q24;q12)]
were not observed. The present report can contribute to the diagnostic investigation of similar cases and to the pre-test orientation of the
molecular evaluation.
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RESUMEN

Presentamos el caso de una paciente de 25 anos con lesion voluminosa en mama derecha. La biopsia de la lesion mostro neoplasia
Jusocelular de alto grado;, la inmunobistoquimica no ha delerminado la histogénesis de la lesion. La paciente fue somelida a la
cirugia radical y al tratamiento adyuvante. Ante el perfil inmunobistoquimico y la formacion en roseta de la lesion fusocelular,
se ha realizado una evaluacion molecular de translocaciones asociadas al sarcoma de Ewing (SE); sin embargo no han sido
observadas translocaciones comuinmente asociadas a esa patologia [t(11;22)(q24;q12)]. El presente reporte puede ayudar en la
investigacion diagnadstica en casos similares asi como orientar la evaluacion molecular.

Palabras clave: neoplasias de la mama; patologia; sarcoma de Ewing.

First submission on 15/09/18; last submission on 15/09/18; accepted for publication on 05/12/18; published on 20/04/19

224



Molecular analysis of translocations associated with Ewing sarcoma: case report

A palpagiio axilar, identificaram-se linfonodos bilaterais mveis e
macios, no coalescentes, indolores, medindo aproximadamente 0,5
cm em seus maiores didmetros (Figura 1).

INTRODUCAO

Os sarcomas indiferenciados e ndo classificados sdo um
grupo heterogéneo de sarcomas, que incluem os tumores da

familia do sarcoma de Ewing (TFSE) e alguns tumores cujas
demais linhagens de diferenciagio foram excluidas®. Embora
eles apresentem uma sobreposicao de caracteristicas morfologicas
ou imuno-histoquimicas, possuem algumas translocacdes

especificas de cromossomos observadas por andlise molecular®?.
Essas caracteristicas genéticas e morfologicas provavelmente
representam entidades clinicas distintas, mas a caracterizacio

FIGURA 1 — Exame fisico, inspecdo — A) fotografia frontal da paciente, com observagcdo
de massa volumosa ocupando praticamente todo parénquima de mama direita, associado
a hiperemia cutdnea e visualizacdo da rede vascular superficial; B) fotografia em perfil,
com observagdo de abaulamento em polo superior de mama direita; C) fotografia frontal,

exata de cada entidade permanece incerta®.

Os TFSE englobam sarcomas agressivos em 0ssos e tecidos
moles, que geralmente apresentam intensa imunoexpressdo de
CDY9 e translocagdes envolvendo os genes EWSR1 e FLI-1°. Na
mama, a ocorréncia de sarcomas ndo € usual, representando
menos de 1% das neoplasias malignas de mama e menos de 5%
de todos os sarcomas®. No entanto, esse € um grupo heterogéneo
de tumores, com diferentes padroes de comportamento, evolucao
e resposta terapéutica®”. Nesse contexto, 0s avangos na avaliacao
imuno-histoquimica e molecular podem ajudar na diferenciacio
de tumores tipo Ewing de outros sarcomas indiferenciados e
néo classificados. Entretanto, alguns tumores com a morfologia
do sarcoma de Ewing (SE) permanecem com histogénese
indiferenciada devido a resultados moleculares negativos ou néo
informativos, o que pode gerar diferengas no tratamento e no
seguimento clinico® %9,

0 objetivo do presente estudo € relatar o caso de um sarcoma
indiferenciado e nao classificado com morfologia de SE, em
topografia de mama e de parede tordcica, cuja avaliagdo molecular
se mostrou negativa para a translocacio t(11;22) (q24;q12).

RELATO DE CASO

Diagnostico

Uma mulher de 25 anos se apresentou ao servico em dezembro
de 2016 devido a um nédulo volumoso na mama direita, que vinha
apresentando crescimento progressivo havia seis meses. A paciente
referiu menarca aos 14 anos e um parto cesreo, negando outras
cirurgias, presenca de comorbidades e historico familiar de neoplasia
de mama. O exame fisico indicou a presenca de uma lesdo volumosa
ocupando praticamente todo o parénquima da mama direita, mével,
de aparéncia endurecida e superficie regular medindo 18 cm em
seu maior diametro. A pele na mama direita estava distendida, com
uma difusa hiperemia, mas sem aspecto de infiltracdo neoplasica.
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no segundo dia de pos-operatorio

A paciente compareceu 2 primeira consulta portando
exames de imagem solicitados e realizados em outros Servigos.
Amamografia mostrou parénquima glandular heterogeneamente
denso, com uma imagem volumosa nodular de densidade média,
circunscrita e bem definida, localizada aparentemente em
topografia retropeitoral 2 direita. O laudo do mencionado exame
descreveu a presenca de um implante 2 direita, sem alteracdes
suspeitas de neoplasia. Na ultrassonografia de mama, a lesdo
apresentou ecotextura heterogénea e dreas anecoicas pequenas
em seu interior, com forma irregular e limites imprecisos, sem
fendmenos actsticos posteriores.

A ressonancia magnética (RM) da parede do torax mostrou a
presenca de uma lesdo heterogénea solida e volumosa na regido
retropeitoral 2 direita, circunscrita, de 16 x 14,8 cm, em contato
estreito com a parede tordcica anterior (2° a0 5° espago intercostal
[EIC]). A lesdo tinha pequena projecdo intratordcica, mais
evidente no 3° EIC, mas as margens costais ndo apresentaram
sinais de erosdo Gssea. Ndo havia alteracoes no mediastino nem
no parénquima pulmonar. A tomografia computadorizada (TC)
indicou formagdo volumosa expansiva na regido do seio direito,
medindo 16,6 x 14,5 cm. A lesdo tinha sinais de extensdo
para a parede tordcica, com invasio dos musculos peitorais e
regido intercostal, sem invasio Gssea clara, enquanto causando
abaulamento do parénquima pulmonar adjacente. O método
tomografico mostrou auséncia de linfadenopatia, efusdo pleural
e outras alteracoes pulmonares.

A paciente foi submetida a bidpsia da mama direita, que
revelou neoplasia fusocelular de alto grau, com necrose, atipias e
dreas de mitose; e auséncia de componente epitelial representado
na amostra. Portanto, o quadro poderia corresponder a um sarcoma
ou uma drea de proliferacdo de um tumor phyllodes maligno. 0
estadiamento radioldgico da paciente nao identificou metdstase a
distancia (Figura 2).
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FIGURA % — Intraoperatorio: A) campo ciriirgico apos a resseccdo completa da leséo.
Observa-se parénquima pulmonar de aspecito habitual; B) fechamento da parede tordicica
com auxilio de tela de mdrlex; C) cobertura muscular completa da lela de mdrlex,
utilizando segmento apical do maisculo peitoral maior

Patologia

Um fragmento medindo 18 x 18 c¢m e pesando 1.865 g
foi enviado a0 servico de anatomia patologica. Os cortes do
fragmento mostraram uma lesio nodular heterogénea fridvel, de
cor cinza amarronzada, medindo 18 x 15 cm, tocando 2 margem
profunda da parede tordcica. Os fragmentos da margem costal néo
apresentaram infiltracio neoplasica.

0 estudo anatomopatoldgico do produto da mastectomia
revelou a presenca de neoplasia fusocelular e dreas de necrose
acentuada. O tumor apresentava células fusocelulares arranjadas
em feixes, por vezes com aspecto estoriforme. Em outras dreas, as
células exibiam citoplasma claro e, em outras, exibiam padrdo
em rosetas. Também foram avaliados 15 linfonodos nos cortes em
parafina, sendo todos livres de neoplasia.

FIGURA 2 — Exames complementares: A e B) mamografia com observagdo de volumosa
imagem nodular localizada em aparente topografia retro peitoral a direita; C, D e E) 1C de
lorax com observagdo de formagio expansiva em regido mamdria a direila, apresentando
sinais de extensdo para a parede lordcica, porém sem invasdo ossea aparente; F) RM de
torax observando lesio solida heterogénea localizada em regido retro peiloral a direia, A imuno-histoquimica (IHQ) da lesio tevelou expressio
medindo 16 x 14,8 cm, sem lesoes aparentes em mediastino ou parénquima pulmonar q p

. . negativ uintes marcadores: actin: musculo i
1C: tomografia computadorizada; RM: ressondncia magnética. egativa dos seguintes ma cadores: actina do sculo liso

Tratamento cirirgico

A paciente foi submetida a mastectomia em dezembro de
2016, com tentativa de resseccdo da lesdo com margens cirdrgicas
amplas. Os musculos peitorais foram removidos, devido 2 infiltragao
tumoral. A resseccdo parcial da 3°, 4° e 5° arcos costais também
foi necessaria, com o uso de uma tela de Marlex para a correcio
primdria do defeito na parede tordcica. A avaliagio macroscopica
intraoperatoria ndo identificou extensao do tumor para a pleura ou
para o pulmao. A palpacio axilar a direita foi realizada e identificou
aumento e endurecimento de linfonodos em nivel T de Berg, que
também foram removidos. Um segmento do musculo peitoral
maior foi preservado, o qual foi usado para cobrir a tela de Marlex
e a parede toracica. Drenos de succdo foram inseridos no trax e no
sitio da mastectomia. A paciente evoluiu sem intercorréncias no pds-
-operatdrio, com resultado estético satisfatorio (Figura 3).
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(AML), HHF35, desmina, S-100, CD34, CD31, CD10 e antigeno
da membrana epitelial (AME). Ainda, houve expressdo positiva
dos marcadores CD99, CD56 e CD57. Portanto, junto com 0s
achados  histomorfol6gicos, o estudo imuno-histoquimico
sugere sarcoma de alto grau, sem possibilidade de defini¢io da
histogénese. Entre as hipdteses diagndsticas, a possibilidade de SE
ou tumor neuroectodérmico primitivo (TNP) se destacaram, em
decorréncia de observacio de lesao fusocelular com positividade
para CD99 e CD56, associada a formagdes em roseta®. O material
foi enviado para um laboratdrio central e realizou-se a pesquisa
de translocagdes associadas a SE/PNET, por meio de transcricao
reversa e reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). Foi realizada
a pesquisa dos transcritos tipo 1 e tipo 2 da translocacdo t(11;22)
(q24;,q12), a qual ocasiona a fusdo dos genes EWSR1 e FLI-1°.
0 resultado da pesquisa foi negativo para a translocacdo, o que
desfavorece SE. Entretanto, outras translocacoes menos frequentes
podem ser encontradas nesse tipo de sarcoma, o que ndo exclui a
possibilidade de SE e TNP (Figuras 4 ¢ 5).
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FIGURA 4 — [muno-histoquimica: A) expressio positiva do marcador CD99; B) expressdo

positiva do marcador CD56; C) expressdo positiva do marcador CD57; D) expressdo do

marcador Ki-67 em 70% das células do tumor

IS

FIGURA % — Diagndstico diferencial de SE/tumor neuroectodérmico primitivo.

Microfotografias do caso descrito, com observagio de células fusiformes exibindo padroes

em roseta e células arranjadas em feixes, com aspecto estoriforme

SE: sarcoma de Ewing.

Tratamento adjuvante

0 tratamento adjuvante foi iniciado em marco de 2017,
com quatro ciclos de doxorrubicina e ifosfamida, seguido por
radioterapia em parede tordcica 4 direita. Apos 16 meses de
seguimento clinico, a paciente encontrava-se assintomatica e sem
evidéncias da doenca.

DISCUSSAO

Os sarcomas indiferenciados de alto grau sdo tumores
de comportamento agressivo e diagndstico desfavordvel, cuja
apresentacdo clinica geralmente envolve lesdes volumosas de
crescimento rapido® "', No caso descrito, a paciente relatou
aumento da lesao de mama em cerca de seis meses, e tal progressao
foi maior que o padrio de crescimento geralmente observado em
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lesdes benignas de mama?. O exame fisico, apesar da presenga
de lesdo infiltrativa de 18 cm em uma paciente de 25 anos, no
mostrou sinais do envolvimento cutdneo tipico de carcinomas de
mama, como edema e espessamento difuso. A hiperemia cutanea,
por outro lado, era decorrente da distensdo causada pela lesio.
Juntos, esses aspectos clinicos sugerem a hipotese de algum tumor
maligno de componentes estromais, o que se confirmou pela
andlise anatomopatologica da lesdo.

A investigacdo radiologica de lesdes mamadrias palpaveis
objetiva caracterizar a extensdo da doenca e investigar lesoes
sincronicas na mama ipsilateral e/ou contralateral . E
importante destacar que a historia clinica da paciente deve ser
incluida na andlise dos achados radioldgicos, especialmente
a histdria cirdrgica e o risco familiar de cancer™ . No caso
descrito, 0 laudo da mamografia descreveu a presenca de implante
de silicone na mama direita, sem caracterizar lesao nodular.
Entretanto, a anamnese poderia ter evitado esse equivoco, uma
vez que a paciente negou qualquer cirurgia prévia na mama. A TC
e a RM de trax, em compensacdo, contribuiram para a avaliacao
pré-operatoria da lesio e o planejamento cirtirgico apropriado,
envolvendo cirurgides de mama e torax.

Os sarcomas de alto grau podem apresentar varias
caracteristicas a0 estudo anatomopatoldgico, algumas das
quais auxiliam na investigacio da histogénese do tumor .
Entretanto, devido as dificuldades diagndsticas observadas no
presente caso, pedimos ao Professor Christopher D. M. Fletcher,
da Harvard Medical School (Boston, Estados Unidos), para revisar
o material. De acordo com sua descricdo, “em algumas areas o
tumor consiste em fasciculos relativamente ordenados de células
fusiformes com citoplasma palidamente anfofilico e nticleos finos,
distribuidos entre feixes de coldgeno hialino enquanto, em outro
lugar, hd transicao para um componente altamente celular mal
diferenciado com morfologia celular principalmente redonda e
mostrando atividade mitética aumentada”. Em relacdo a THQ,
0 professor descreveu: “as coloragdes nio mostram evidéncias
de uma linha especifica de diferenciagdo. As células neoplasicas
foram inteiramente negativas para proteina S-100, SOX10, GFAP,
CD34, STST6, MDM2 e TLEL. A coloragio para H3K27me3 foi
positiva, isto € normal/retida”. Portanto, o diagnostico de sarcoma
indiferenciado de alto grau foi mantido.

Em relagio ao diagndstico diferencial de SE, foi realizada a
pesquisa de produto da translocacdo t(11; 22) (q24,q12), a qual é
observada na maioria dos casos da doenca®™ 9. Essa translocagio
ocasiona fusdo dos genes EWSR1 e FLI-1, mapeados em 22q12 e
11q24, respectivamente. Ndo obstante, dependendo dos pontos de
quebra nesses genes, podem ser gerados 18 diferentes transcritos
quiméricos 47 frame. Destes, deve-se destacar os transcritos tipo 1
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e tipo 2, originados da fusdo do éxon 7 do gene EWSRI com o
éxon 6 ou 0 éxon 5 do gene FLI-1, respectivamente® 9. Esses
transcritos estao presentes em aproximadamente 85% dos casos de
SE/PNET com t(11;22) (q24;q12) e em 60% do total de casos da
doenca®™ > 19, Entretanto, outras translocagdes menos frequentes
podem ser encontradas nesse tipo de sarcoma, o que nao exclui a
possibilidade de SE e PNET®?,

Considerando o tratamento cirtrgico, a paciente do caso
descrito submeteu-se a mastectomia devido a extensdo do tumor
nos exames fisicos e de imagem. Apesar da descrigdo de margens
comprometidas, a cirurgia foi considerada adequada pelo fato de
a margem ter coincidido com a extenso da parede toracica, nao
sendo possivel sua ampliacdo. De forma similar aos carcinomas,
observaram-se maiores taxas de recidiva local na presenca de
margens cirdrgicas comprometidas, na abordagem das neoplasias
malignas de origem mesenquimal®® . No entanto, na ocorréncia
de margens livres, nao se observaram diferencas em sobrevida global
e em sobrevida livre de doenca na comparacdo entre cirurgias
conservadoras e mastectomias™® ¥, Sobre o envolvimento axilar,
observou-se que a disseminacio linfitica para cadeias regionais ¢
rara, dada a prevaléncia da disseminacio hematogénica®™'”. Desta
forma, a investigacdo do status axilar nao € comumente indicada
na abordagem cirdrgica dos sarcomas de mama“®. Contudo, nos
casos de linfonodos axilares clinicamente comprometidos, em
pacientes com sarcomas de alto grau e doenca localmente avangada,
a bidpsia do linfonodo sentinela ou a linfadenectomia axilar pode
ser realizada™ ', No caso em questdo, apesar da identificacdo de
linfonodos suspeitos durante a avaliago intraoperatoria, observou-se
apenas aspecto reacional 2 microscopia.

No caso descrito, a indicacao de quimioterapia e radioterapia
adjuvante foi individualizada e justificada devido a agressdo do
tumor e 4 extensio da doenga™. Ndo obstante, considerando
a heterogeneidade clinica dos sarcomas indiferenciados e a
auséncia de ensaios clinicos randomizados com essa populacio,
permanecemascontroversasacercadosprotocolosde quimioterapia
comumente utilizados. Nos casos de SE confirmados, por outro
lado, o protocolo vincristina-doxorrubicina-ciclofosfamida (VDC)
alterado com o ifosfamida-etoposidio mostrou-se superior ao
esquema isolado VDC, com sobrevida global de cinco anos de 72%
e 61%, respectivamente™”. Apesar disso, esse € um protocolo de
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alta toxicidade, com aproximadamente 12 meses de duracdo, com
realizacio da terapia local (cirurgia, radioterapia ou ambas) apos
12 semanas de tratamento™ 2, Portanto, diante do diagndstico
final de sarcoma indiferenciado de alto grau, optou-se pela
prescri¢io de quimioterapia com esquema padrdo para sarcomas
de partes moles, com doxorrubicina e ifosfamida®. No caso da
radioterapia, apesar da controvérsia em alguns casos de sarcoma,
reduz as recorréncias locais em portadores de doencas localmente
avancadas, com tumores de alto grau ou cuja cirurgia revelou
margens comprometidas™”.

CONCLUSAO

Descrevemos um caso de sarcoma indiferenciado de alto
grau, cuja histologia e imuno-histoquimica mostravam-se
compativeis com o diagndstico diferencial de SE. Entretanto, no
foram observadas translocacdes comumente associadas a essa
patologia, por meio de avaliacio molecular. O presente relato pode
contribuir para a investigacdo diagndstica de casos semelhantes e
na orientagdo pré-teste da avaliacio molecular.
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