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RESUMO

Guimaraes, APG. Estudo da correlagao clinico-patologica e da freqiiéncia da expressao
imunoistoquimica de c-erbB-2, E-caderina, Pan-caderina, p-catenina e APC em
pacientes portadores de osteossarcoma de extremidades ndo convencionais. Sdo Paulo,

2005 [Dissertacao de Mestrado-Fundacdao Antonio Prudente].

Introducio: Osteossarcoma ¢ o tumor 6sseo maligno mais freqiiente na crianca e adulto
jovem, cujo tratamento a partir dos anos 70 consiste em cirurgia e quimioterapia. Atualmente
mesmo no grupo de pacientes sem doenga metastatica ao diagnostico as taxas de cura estdo
entre 60 e 70% e naqueles com doenga metastatica ao diagnostico entre 10 a 15%. Fatores
clinicos e anatomopatoldgicos tradicionais sdo em geral insuficientes para predizer evolucao
e resposta tumoral, estudos de novos fatores prognésticos imunoistoquimicos ¢ moleculares
estdo sendo realizados para auxiliar na sele¢do de pacientes de risco e realizagdo de
terapéutica mais efetiva com menor toxicidade. Objetivos: Analisar a associagdo entre a
expressdo imunoistoquimica do c-erbB-2, Pan-caderina, E-caderina, B-catenina, APC e
fatores clinico-demograficos, anatomopatologicos e relacionados ao tratamento. Identificar
fatores prognosticos. Correlacionar o padrio de imunorreatividade destes marcadores
imunoistoquimicos com a sobrevida global e livre de doenga. Tentar identificar grupos de
risco, com base nas variaveis com valor prognoéstico. Pacientes e Métodos: Foram avaliados
retrospectivamente 97 pacientes portadores de osteossarcoma de extremidade metastaticos
ou ndo ao diagnostico, com confirmagdo anatomopatologica, tratados com cirurgia e/ou
quimioterapia na Fundacdo Antonio Prudente no periodo entre 1985 a 2000, com
disponibilidade dos blocos de parafina do tumor primario ¢ material adequado para novos
cortes e estudo imunoistoquimico. Resultados: Nao houve associagdo estatisticamente
significante entre os fatores clinico-demograficos e antomopatologicas com a expressao
imunoistoquimica de c-erbB-2, Pan-caderina, E-caderina, [-catenina. Apenas a
imunorreatividade do APC se associou a idade (p=0,025). As variaveis Pan-caderina
(p=0,016), periodo da cirurgia (p=0,004) e raga (0,037) foram consideradas estatisticamente
significantes na analise multivariada para a sobrevida livre de doenga. E para a sobrevida
global a imunorreatividade da Pan-caderina e a interacdo das variaveis APC/quimioterapia
pos-operatoria foram significantes (p=0,012 e p< 0,001) respectivamente. Conclusio: Dos
marcadores imunoistoquimicos apenas o APC apresentou correlagdo com dados clinicos. A

imunorreatividade do APC se correlacionou com a idade (p=0,025), onde se observou maior



perda da expressao do APC (APC negativo) em pacientes maiores de 18 anos. Apesar da
pequena casuistica, a imunorreatividade negativa da Pan-caderina foi uma varidvel
significativa para a sobrevida livre de doenga (02 casos, p< 0,001) e global (03 casos, p<
0,001). A interag@o das variaveis imunorreatividade do APC e quimioterapia pos-operatoria
permitiu identificar grupos progndsticos, onde o grupo APC positivo e que realizou
quimioterapia pds-operatdria apresentou maior sobrevida. Enquanto aqueles com APC
positivo sem quimioterapia pds-operatdria apresentaram prognostico tdo reservado quanto
aqueles com perda da expressdao do APC independente da quimioterapia. Como a literatura
que associa estes marcadores Pan-caderina ¢ APC com osteossarcoma ¢ pobre, esses
achados sdo importantes por estratificar grupos prognosticos. Assim poderemos oferecer
uma terap€utica mais individualizada, mais agressiva no grupo de maior risco € poupar de
maior toxicidade aqueles de menor risco. Para validagdo destes dados, estudos prospectivos,

com maiores casuisticas sdo necessarios.



SUMMARY

Guimardes APG. [Study on clinical-pathological correlation and frequency of
immunohistochemical expression of c-erbB-2, E-cadherin, pan-cadherin, p-catenin, and
APC in patients with non-conventional osteosarcoma of the extremities]. Sdo Paulo;

2005 [Disertagao de mestrado-Fundagdo Antonio Prudente]

Background: Osteosarcoma is the most frequent malignant bone tumor in children and
young adults. Since 1970's its treatment consists of surgery and chemotherapy. Nowadays,
among patients with no metastatic disease at diagnosis cure rates are between 60-70% but
they drop to 10-15% among those with metastatic disease. Traditional clinical and
pathological factors are usually insufficient to predict evolution and tumor response. Studies
on new immunohistochemical and molecular prognostic factors have been realized in order
to aid in the selection of patients at risk that should be submitted to more effective therapy
with low toxicity. Objective: To analyze the association between immunohistochemical
expression of c-erbB-2, E-cadherin, pan-cadherin, B-catenin, and APC and clinical-
demographic, pathological factors and related to therapy. To identify prognostic factors and
to correlate the immunoreactivity of these immunohistochemical markers with overall and
disease-free survival. To try to identify risk groups based on variables with prognostic value.
Patients and methods: Ninety-seven patients diagnosed with metastatic and non-metastatic
osteosarcoma of the extremity were evaluated. Diagnoses were confirmed by pathological
examination and patients were treated with surgery and/or chemotherapy from 1985 to 2000
at the Fundag¢@o Antonio Prudente. Paraffin-embedded tissues from primary tumor are
available for further immunohistochemical studies. Results: There was no statistically
significant association between clinical-demographic and pathological factors with
immunohistochemical expression of c-erbB-2, E-cadherin, pan-cadherin, and B-catenin. Only
immunoreactivity of APC was associated with age (p = 0.0025). The variables pan-cadherin
(p = 0.016), period of surgery (p = 0.004), and race (p = 0.037) were considered statistically
significant in a multivariable analysis for disease-free survival. For overall survival, pan-
cadherin immunoreactivity and interaction of APC/post-operative chemotherapy variables
were significant (p = 0.012 and p < 0.001, respectively). Conclusion: APC was the only
immunohistochemical marker that presented correlation with clinical data. Its
immunoreactivity was correlated with age (p = 0.0025), where a major loss of APC

expression (negative APC) was observed in patients over 18 years old. Despite this little



casuistic, negative immunoreactivity of pan-cadherin was a significant variable related to
disease-free and overall survival ((2 cases, p < 0.001; 3 cases, p < 0.001, respectively).
Interaction between APC immunoreactivity and post-chemotherapy variables allowed the
identification of prognostic groups, where positive APC group, that also received post-
operative chemotherapy, presented higher survival rate. Patients with positive APC who did
not receive post-operative chemotherapy presented a reserved prognosis such as those with
loss of APC expression, independently of chemotherapy. Considering that literature
associating pan-cadherin and APC markers with osteosarcoma is poor, such findings are
important in order to stratify prognostic groups. Thus it is possible to offer a more
individualized therapy that can be more aggressive to high-risk patients, whereas it prevents
from toxicity those considered as low-risk. To validate data presented here, other prospective

studies with a larger number of cases are necessary.
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1 INTRODUCAO

Osteossarcoma ¢ o tumor Osseo primario maligno mais freqiiente na crianga,
adolescente ¢ no adulto jovem cujo pico de incidéncia ocorre na segunda década de vida
correspondendo a 5% das neoplasias malignas nas criancas e adolescentes (RECH et al.
2004). A historia natural deste tumor mudou a partir da década de 70. Antes de 1970 o
tratamento para esta neoplasia consistia exclusivamente na cirurgia do tumor primario
principalmente a amputacdo do membro afetado sendo a cirurgia conservadora restrita a
pacientes com crescimento tumoral linear ou com pequeno envolvimento de partes moles
(HOLLAND et al. 1997; TANAKA et al. 1997). Cerca de 80 a 90% dos pacientes evoluiam
com doenga metastatica geralmente pulmonar em média em 05 meses (MEYERS et al. 1992;
PENNA et al. 1993). Apds 1970, com o advento da quimioterapia adjuvante e neoadjuvante,
houve um aumento nas taxas de cura de 10 a 15% para 60 a 70%, melhor qualidade de vida,
cirurgias menos mutiladoras e preservacao funcional dos membros (HOLLAND et al. 1997).
Porém o progndstico de pacientes com doenga metastatica ao diagnostico manteve-se pobre
com taxa de cura de 10 a 15% (BACCI et al. 2001a). Desde esta época varios estudos
clinicos tém objetivado identificar fatores prognosticos que potencialmente influenciem na
sobrevida. A variagdo de metodologia utilizada nesses estudos leva a grande dificuldade de
determinar o verdadeiro efeito prognostico das variaveis. Dos fatores clinicos, o tamanho
tumoral e necrose tumoral parecem ser preditivos de sobrevida livre de doenga por analise
univariada e so a necrose ¢ significante em modelos multivariados (DAVIS et al. 1994).

A etiologia do osteossarcoma permanece obscura, apesar dos esforcos para seu
esclarecimento. Alteragdes do gene Rb e, mais recentemente, erros na estrutura génica de p-
53 e p-16, a expressdao de glicoproteina p associada ao gene de resisténcia de multiplas

drogas-1 (MDR1) e c-erbB-2 (fator-2 de crescimento epidérmico humano), sdo algumas



alteragdes implicadas na fisiopatogénese tumoral, além da teoria das injurias cronicas
associada a pacientes com doenga de Paget e submetidos a radioterapia prévia.

Com o uso de protocolos atuais para tratamento de osteossarcomas, cirurgia e
quimioterapia, os pacientes sem doenca metastatica ao diagnostico apresentam sobrevida
livre de doenga em cinco anos de aproximadamente 70%. Contudo os pacientes que recaem
raramente respondem ao tratamento conservador (MACEDO e PETRILLI 1999). No
momento um dos fatores preditivos mais importantes para sobrevida é a presenca ou
auséncia de metastase ao diagnostico. Aproximadamente 15 a 20% dos pacientes tém doenca
metastatica ao diagnoéstico, e progndstico desfavoravel (10% de sobrevida livre de doenca
em longo prazo) (GORLICK et al. 1999).

Os fatores anatomopatologicos tradicionais e clinicos sdo em geral insuficientes para
predizer evolugdo e resposta terap€utica tumoral. A proposta deste estudo € correlacionar
fatores biomoleculares com clinicos, identificar fatores prognoésticos, auxiliar na selegdo de
pacientes de risco para recorréncia tumoral e sobrevida e poder proporcionar no futuro uma

terapéutica mais efetiva e com menor toxicidade.
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OBJETIVOS

Analisar a associagdo entre c-erbB-2, Pan-Caderina, E-caderina, p-Catenina ¢ APC,
com os fatores clinicos, demograficos, anatomopatologicos e relacionados ao

tratamento em pacientes portadores de osteossarcoma de extremidade convencionais.

Identificar os fatores prognoésticos e padrdo de imunorreatividade dos marcadores
imunoistoquimicos c-erb-B-2, Pan-Caderina, (-Catenina e APC associados a

sobrevida livre de doenca e sobrevida global.

Com base nas variaveis de valor prognoéstico identificar grupos de risco para obito

por cancer.



REVISAO DA LITERATURA




3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CONCEITO

Nos primeiros relatos de literatura os autores utilizavam o termo sarcoma
osteogénico como uma designagdo coletiva para diferentes tumores Osseos primarios
malignos. Atualmente o termo sarcoma osteogénico ¢ utilizado para designar tumores
malignos primarios dos 6sseos que histopatologicamente se caracterizam pela produgdo de
matriz ostedide pelas células oOsseas malignas (BROSTROM 1980). Também pode ser
definido como tumor mesenquimal maligno em que as células neoplasicas sdo capazes de

produzir matriz 6ssea (ROSEMBERG 2005).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

3.2.1 Incidéncia

Tumores primarios do sistema esqueléticos sdo raros, correspondem a 0,2% de todos
os canceres. Para o ano de 2004 a estimativa ¢ de aproximadamente 2440 casos novos, com
1300 6bitos nos EUA (JEMAL et al. 2004). Osteossarcoma e Sarcoma de Ewing s@o os dois

tumores 6sseos mais comuns (BRENNAN et al. 2001).

3.2.2 Idade, Sexo e Rac¢a

Pode acometer todos os grupos etarios mas, geralmente tem distribuicdo bimodal,
75% ocorre em pacientes mais jovens que 20 anos € em um pequeno numero em idosos.
Neste grupo ha frequentemente condigdes relacionadas ao desenvolvimento do

osteossarcoma como Doenga de Paget, infartos 6sseos ou radioterapia prévia.



Geralmente os homens sdo mais comumente afetados que as mulheres (1,6:1)
(TANAKA et al. 1997; ROSEMBERG 2005). A predilecao pelo sexo masculino ¢ atribuida
ao seu periodo mais longo de crescimento esquelético, comparado com o feminino. As
meninas por outro lado quando acometidas parecem ter uma tendéncia a faixas etarias mais
baixas pois o crescimento 0sseo ¢ mais acelerado e precoce, mas a distribuicdo de incidéncia
e freqiiéncia relacionada a idade do programa de “Resultados Finais, Epidemiologia,
Sobrevida” (SEER) do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos ndo confirmou esta
tendéncia (PRICE 1958; CZERNIAK 1998). Nao ha maiores diferencas entre racas (branca
versus negra), mas parece que o pico de incidéncia durante a segunda década de vida é maior

em homens brancos que em homens de outras ragas (CZERNIAK 1998).

3.2.3 Sitio Anatémico

Os osteossarcomas mais frequentemente aparecem na regido proximal da articulacdo
do joelho (35% no fémur distal, 17% na tibia proximal) e em cerca de 10% dos casos no
umero proximal. Essas lesoes sdo geralmente metafisarias (90%), contudo podem se iniciar
na diafise (9%) e epifise (1%) (MIRRA et al. 1989; MEYER ¢ MACKENZIE 2004) (Figura
1).

E raro no antebrago e em ossos pequenos das mios e pés. Em individuos com mais
de 50 anos, s6 15% dos tumores ocorrem na area dos joelhos, nesta faixa etaria os 0ssos
chatos e o esqueleto axial sdo mais freqlientemente afetados (40% dos casos).
Aproximadamente 10% dos osteossarcomas ocorrem na pelvis e no iliaco, sendo o o0sso
chato mais frequentemente envolvido. Menos de 10% dos osteossarcomas acometem osso da
mandibula e outros ossos da face (CZERNIAK 1998) sendo os osteossarcomas de mandidula

geralmente de comportamento agressivo (MARDINGER et al. 2001).



V| 10%

Fonte: Modificado de ROSEMBERG (2005).

Figura 1 - Sitios anatdmicos mais freqiientes de osteossarcoma. Os numeros sdo de

percentuais aproximados.

3.3 ETIOLOGIA

A patogénese e etiologia desta doenga permanecem obscuras. Atualmente tem se
enfocado aspectos gerais da carcinogénese, para esclarecer a agdo de fatores de risco ja
conhecidos, e para proporcionar melhor entendimento de fatores moleculares.

Dentre alguns agentes etiologicos conhecidos ou fatores iniciadores estdo agentes

quimicos, virais, radiacdo e outros diversos.
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Quimicos

Varios agentes quimicos podem induzir osteossarcoma como o metilcolantreno,
oxido de berilio e o silicato de berilio zinco que segundo PETERSON et al. (1964) em

estudo em coelhos este atua como iniciador ou gatilho para alteragdes genéticas.

Radiacao

E conhecido que pacientes expostos a radiagio para tratamento de uma doenga
podem desenvolver osteossarcoma no campo de radiagdo. A administracdo de radioterapia
concomitante a quimioterapia com antraciclico significativamente reduz o intervalo para o
desenvolvimento do tumor. A radiacdo pode causar osteossarcoma independente da fonte,
porém a dose minima ndo é bem estabelecida. O periodo minimo entre a exposi¢do a
radiacdo e o desenvolvimento de cancer na pratica ¢ de pelo menos 04 anos em humanos
(PRITCHARD et al. 1975). Estes tumores geralmente sdo agressivos ¢ de curta sobrevida
(CZERNIAK 1998).

De acordo com a localizagdo os osteossarcomas secundarios a radiacdo apresentam a
seguinte distribui¢do respectivamente em relacdo aos osteossarcomas primarios: 0Ssos
pélvicos (8,6% x 25,2%), cranio (7,8% x 19,6%) e costelas (2,4% x 11,2%) (HAMRE et al.

1999).

Viral

Os primeiros estudos que relacionam virus e cancer se iniciaram em 1911 quando

ROUS et al. (1912) injetaram extrato de células de galinha com fibrossarcoma em outras

galinhas e estas desenvolveram sarcomas. Este fato provou que o RNA gendmico do virus
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foi transcrito a DNA o qual se incorporou ao genoma da célula hospedeira. Dentre os virus
conhecidos que podem estar relacionados a tumores 6sseos incluem virus polioma e Simian

Virus-40.

Fatores Hereditarios

Entre as sindromes hereditarias relacionadas com o desenvolvimento de
osteossarcoma estdo: Sindrome de Rothmund-Thompson ou Poiquiloderma congénito,

sindrome de Bloom e a Sindrome de Li Fraumeni (FUCHS e PRITCHARD 2002).

Osteossarcoma Familial

Identificam-se duas formas de apresentacdo; esporadica, em gémeos sem padrao de
transmissdo e a forma mais comum de transmissdo familial na quais varias geragdes da
familia sdo frequentemente afetadas por retinoblastoma. Essa associagdo peculiar entre dois
tumores aparentemente nao relacionados parece estar ligada a um mesmo mecanismo

genético molecular.

Associacao de Retinoblastoma e Osteossarcoma

A mutacdo do gene Rb na linhagem germinativa predispde ao desenvolvimento de
osteossarcoma cujo risco aumenta em 100 vezes em relagdo a populacdo normal e também
aumenta o risco de osteossarcoma induzido por radioterapia e outras neoplasias. Delegoes
em ambos os alelos do locus Rb do cromossomo 13-14 sdo necessarias. A perda da fungao
remove o controle regulatorio deste gene e sua capacidade supressora de tumor (CZERNIAK

1998; FUCHS e PRITCHARD 2002).
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Osteossarcoma Multifocal

Pode ser sincronico que ocorre mais frequentemente em criangas e adolescentes e
metacronico em adultos. O tipo sincronico ¢ geralmente de alto grau, esclerosante,
intramedular, principalmente de ossos longos, de distribuicdo simétrica e geralmente letal
(sobrevida de 6 a 8 meses). Se a apresentacdo ndo tem massa dominante ou metastase
pulmonar ao diagndstico certamente representa o desenvolvimento de mais de um tumor
primario. Ja o metacronico acomete geralmente tronco, € menos agressivo e associado a uma
sobrevida mais longa; e ao contrario do tipo sincronico ¢ dificil excluir a possibilidade que o

desenvolvimento de tumores seqiienciais representam metastases 6sseas (CZERNIAK 1998).

Etiologia Molecular

Os resultados de varios estudos sugerem que alteragdes em varios genes regulatorios
do ciclo celular estdo envolvidas na patogé€nese de osteossarcoma (BRAMWELL 2000).
Estes estudos tém valor limitado para o diagnodstico, progndstico € no entendimento
molecular. Problemas técnicos como avaliagio do tumor apds a quimioterapia,
descalcificagdo e a raridade do proprio tumor dificultam os progressos nesta area
(RAGLAND et al. 2002).

De acordo com HANAHAN ¢ WEINBERG (2000) a manifestacdo clinica do cancer

¢ baseada em seis alteracdes essenciais na fisiologia celular:

1 Auto-suficiéncia no sinal de crescimento:

As células normais necessitam de sinais de crescimento para a transi¢do da fase

queiscente para fase proliferativa. Esses sinais originam-se de fatores de crescimento,

componentes da matriz extracelular e outras moléculas importantes na interacdo célula-
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célula. Sdo mediados via receptores de membrana em células normais, diferente das células
tumorais que proliferam-se independente de estimulo. As células tumorais sdo capazes de
sintetizar fatores de crescimento que atuam sobre estas proprias células (FEDI et al. 1997). A
autonomia dos sinalizadores de crescimento se origina de componentes citoplasmaticos, os
quais integram os sinais emitidos por receptores de fatores de crescimento (HUNTER 1997).
O receptor de fator de crescimento epidérmico-2 (ou erbB-2), (LETSON e MURO-CACHO
2001; FUCHS e PRITCHARD 2002) o c-fos (fator de transcri¢ao envolvido na mediagdo de

sinais de crescimento) (POMPETTI et al. 1996) estao envolvidos neste processo.

2 Insensibilidade a sinais de inibi¢ao de crescimento:

Basicamente os sinais de inibi¢do de crescimento podem bloquear a proliferacao
tanto mantendo a célula na fase GO ou por bloqueio direto da proliferagdo. Todos os sinais
antiproliferativos convergem para a proteina (pRb) a qual bloqueia a proliferagdo pela
alteragdo de fatores de transcrigdo responsavéis pela passagem da fase G1 para fase S

(WEINBERG 1995).

3 Morte celular programada (apoptose):

Este programa normalmente esta presente de forma latente em toda célula do corpo,
ja a célula tumoral tem a capacidade de escapar deste programa de morte celular
programada. Em osteossarcoma estdo envolvidos neste processo os efetores que incluem
receptores de superficie celular que regulam fatores de vida ou morte como IGF1, IGF2, e
TNF-alfa e TNF-R1, respectivamente (ASHKENAZI e DIXIT 1999; BUTT et al. 1999). O
gene p53 que quando mutado pode induzir a resisténcia a apoptose. O produto do gene

MDR-1(resisténcia a multiplas drogas), a glicoproteina-p ¢é responsavel pelo efluxo de varios
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agentes citotoxicos da célula (drogas quimioterapicas) também participa desta etapa (CHAN
et al. 1997; WUNDER et al. 2000). E o oncogene MDM?2 se liga a proteina produto do gene

supressor p53 e serve como regulador negativo do p53 (LADANYT et al. 1993).

4 Perda do limite de replicacio:

Toda célula apresenta um programa intrinseco que limita a sua capacidade de
replicacdo, a célula tumoral rompe o padrdo e adquire um potencial replicativo ilimitado
associado a fun¢do da telomerase (BRYAN e CECH 1941; BRYAN ¢ SHIMKIN 1941;
SHAY e BECHETTI 1996). Em osteossarcomas ha raros relatos e estes sdo contraditorios

(AUE et al. 1998; SCHEEL et al. 2001).

5 Angiogénese Sutentada:

As células tumorais tem a capacidade de promover a angiogénese. Atuam com
estimuladores, VEGF e FGF1 ¢ FGF2 (VEIKKOLA e ALITALO 1999) e como inibidor a
trombospondin-1 (HANAHAN ¢ FOLKMAN 1996). A expressdo de mRNA de VEGF em

osteossarcoma tem sido associada a pior prognostico (LEE et al. 1999; KAYA et al. 2000).

6 Invasio tecidual e metastase:

As células tumorais apresentam a capacidade de invasdo e metastase. Participam
deste processo moléculas de adesdo celular como as caderinas e integrinas que se unem as
células da matriz extracelular (VARNER e CHERESH 1996; KASHIMA et al. 1999) e

também as proteases extracelulares (CHAMBERS ¢ MATRISIAN 1997). Além da
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glicoproteina CD44, outra molécula de ades@o relacionada em osteossarcoma a potencial

metastatico e a menor sobrevida (KURYU et al. 1999; KIM et al. 2002).

Outras Causas:

Trauma é um fator duvidoso, ndo se sabe se € um fator causal ou coincidente com a
neoplasia. Associacdo com queimadura elétrica, uso de filme plastico subperidsteo, € um
fator pouco elucidativo, talvez a anoxia induza a dano do DNA semelhante a radiagdo.

A relagdo entre Doenca de Paget e osteossarcoma apesar de ndo ser bem entendida,
corresponde a mais comum precursora condigdo ndo neoplasica associada ao
desenvolvimento de osteossarcoma (CZERNIAK 1998). Cerca de 1% dos pacientes com
Doencga de Paget desenvolverdo osteossarcoma e apresentam 200 vezes maior o risco que a
populacdo geral e recentemente demonstrou-se uma predisposicdo genética. Paget e
osteossarcoma esporadico apresentam perda de heterozigosidade de toda ou parte da porgao
distal do cromossomo 18 (HANSEN et al. 1999; McNAIN et al. 2001). Os osteossarcomas
precedidos de doenca de Paget geralmente sdo de alto grau e os sitios mais acometidos sdo
pélvis, umero e fémur respectivamente (CZERNIAK 1998).

Infartos 6sseos sdo raramente relacionados como fator etioldgico dos sarcomas e a
maioria sdo histiocitoma fibroso ou fibrossarcoma, porém osteossarcomas de alto grau
também tem sido reportados (HEATER e COLLINS 1987; CZERNIAK 1998).

Displasia Fibrosa ¢ associada a osteossarcoma em cerca de 0,4% dos casos e a
maioria destes pacientes tem historia de radioterapia prévia. Acometem geralmente pacientes
na terceira ou quarta década e os osteossarcomas de alto grau sdo os mais freqiientes

(CZERNIAK 1998).
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Osteomielite cronica também tem sido relatado como fator predisponente a
osteossacoma, apesar de raro e o tipo histologico geralmente € o fibroblastico (GIUNTI e

LAUS 1978; JOHNSTON e MILES 1973; CZERNIAK 1998).

3.4 DIAGNOSTICO

Sintomas e sinais clinicos

O mais comum ¢ a dor, sendo esta geralmente continua por semanas ou meses €
pode ser severa relacionada a penetracao na cortical dssea e irritagdo do peridsteo ou, mesmo
por fratura patologica (CZERNIAK 1998). Ao exame locorregional pode ocorrer limitagao
funcional principalmente da articulagdo adjacente, flacidez ou atrofia muscular, associado a
presenca de massa tumoral, edema e deformidade (WITTIG et al. 2002). Sintomas
constitucionais como perda ponderal sdo geralmente associados a doenga disseminada, a
qual ¢ mais freqiiente na forma de metastases pulmonares (CZERNIAK 1998). Metéstases
linfonodais sdo raras, e quando ha aumento dos linfonodos regionais deve ser feita exclusdo

de processo inflamatorio tipo osteomielite (WITTIG et al. 2002).

Achados radiolégicos

Raio X simples

No osteossarcoma os achados radiolégicos sdo varidveis. A maioria dos

osteossarcomas apresenta um padrao de crescimento destrutivo, o processo pode ser limitado

ao espaco medular, mas na maioria das vezes o cortex estd envolvido e destruido pelo menos

focalmente (CZERNIAK 1998). A maioria dos osteossarcomas convencionais sdo de alto
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grau, intramedular, grandes, geralmente com mais de cinco centimetros, com alteragcdo da
densidade dssea, reacdo periosteal e massa de partes moles, este padrdo corresponde a 75%
dos osteossarcomas. O crescimento do tumor na superficie 6ssea pode elevar o peridsteo e
induzir a reagdo periosteal na forma de um tridngulo aberto sobre o lado da diafise da lesao
conhecida como triangulo de Codman. Algumas vezes a reagdo periosteal pode se apresentar
na forma de multiplas camadas (casca de cebola), a qual é mais tipicamente vista em tumores
de pequenas células como sarcoma de Ewing ou osteossarcoma diafisarios (CZERNIAK
1998; MEYER ¢ MACKENZIE 2004). O componente de partes moles pode demonstrar
ossificacdo e ser detectado ao Raio X. Fraturas patologicas também podem estar presentes.

A radiografia pode ser usada no diagnoéstico diferencial de massa 6ssea onde se
icluem: osteossarcoma, sarcoma de Ewing, osteomielite, osteoblastoma, tumor de células
gigantes, cisto 0sseo aneurismatico, displasia fibrosa. Também para avaliacdo de metastases
pulmonares, porém a tomografia computadorizada ¢ mais sensivel para esta finalidade

(WITTIG et al. 2002).

A tomografia computadorizada:

Pode ser usada para detec¢do de metastases pulmonares e avaliagdo local da
extremidade afetada para avaliar a extensdo intradssea ou extradssea. A tomografia pode ser
superior a ressonancia nucler magnética para determinar a extensdo do envolvimento de
partes moles, de estruturas vasculares (WITTIG et al. 2002) e nos casos de tumores de
localizagdo mais dificil como pelvis, sacro e vértebra (HOSALKAR ¢ DORMANS 2004).
Os pacientes com osteossarcoma ndo metastaticos também devem ser submetidos a
tomografia no seguimento pods tratamento (WITTIG et al. 2002).

Em osteossarcoma o diagndstico de doenga metastatica através da presenca de

nédulos pulmonares com calcificagdo e pneumotorax sdo freqiientes. O pneumotodrax
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geralmente ¢ espontineo ocorre em 5 a 7% e muitas vezes esta relacionada a metastase

pulmonar oculta (SEO et al. 2001).

A ressonincia nuclear magnética:

Importante para determinar o melhor local para biopsia diagnodstica, os critérios de
ressecabilidade e a proposta terapéutica (amputagdo x cirurgia conservadora com margens
adequadas). Avalia a extensdo do tumor no osso ¢ para a articulagdo adjacente, além da
relacdo com seu componente de partes moles, feixe vasculo-nervoso e musculatura
adjacente. A presenga de “skip metastases” por ser detectada pela ressondncia nuclear
magnética pelo achado de lesdes no mesmo osso afetado e na articulagdo adjacente

(metastases em salto intraarticular) (MEYER e MACKENZIE 2004).

A cintilografia 6ssea de corpo inteiro:

Util para determinar sitios de doenca metastatica, envolvimento poliostotico,
extensdo intradsseo, lesdes sincronicas e “skip metastases”. Também pode ser utilizada para
avaliacdo de resposta do tumor e deteccdo de recorréncia. A cintilografia com talio e o
(FDG-PET) tomografia com emissdo de positron usando 2-[F-18]-fluor-2-deoxi-d-glicose
também podem ser utilizadas nesta mesma finalidade (NADEL e STILWELL 2001). Na
deteccdo de “skip metastases” a ressonancia nuclear magnética parece ser superior (WITTIG

et al. 2002).
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Angiografia:

E um procedimento invasivo que pode ajudar no planejamento cirargico e na
avaliagdo de resposta a quimioterapia neoadjuvante. O osteossarcoma apresenta
neovascularizagdo que corresponde a area de tumor viavel que tende a desaparecer quanto

melhor for a resposta a quimioterapia (WITTIG et al. 2002).

3.5 ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

O diagnéstico histologico de osteossarcoma ¢ dificil, pois o tecido 6sseo contém
diferentes tipos de células e em varios estagios de maturacdo. O osso € constituido por
tecido cartilaginoso, ostedide, fibroso e elementos da medula dssea e cada tecido pode se
transformar em células tumorais benignas ou malignas, dificultando a diferenciagdo de
osteossarcoma, condrossarcoma, fibrossarcoma e algumas vezes de patologias benignas
como cisto 6sseo aneurismatico, displasia fibrosa ou osteomielite cronica (CZERNIAK
1998).

Os tumores 0sseos sdo classificados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(RAYMOND et al. 2002) conforme o tipo celular predominante e produtos de proliferagcdo

celular em:



Tabela 1 - Classificagdo de osteossarcoma de acordo com a OMS (2002).

1-Osteossarcoma convencional
Osteoblastico
Condroblastico
Fibroblastico
2-Osteossarcoma Telangiectasico
3- Osteossarcoma de células pequenas
4- Osteossarcoma central de baixo grau
5- Osteossarcoma parosteal
6- Osteossarcoma periosteal
7-Osteossarcoma de alto grau de superficie

8- Osteossarcoma secundario

Fonte: RAYMOND et al. 2002

Osteossarcoma convencional
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Também conhecido como osteossarcoma classico, central ou sarcoma osteogénico. E

caracterizado macroscopicamente por tumores grandes geralmente com mais de 05 cm,

localizado na metafise que pode apresentar consisténcia mole ou endurecida. Tendem a

invadir a cortex associado a componente de partes moles. Podem ter aspecto acinzentado e

granular (similar a pedra-pomes), enquanto outros tornam-se densos, esclerdticos e de

colorag@o amarela-esbranquicada.

Histopatologicamente apresentam-se como tumor de células fusiformes. Na citologia

tendem a ser anaplasicos, pleomorficos nas quais as células tumorais podem ter padrio:

epitelioide, plasmocitoide, fusiforme, ovoide, pequenas células redondas, de células claras,

de células mono ou multinucleada. A maioria dos casos apresenta uma complexa mistura de

dois ou mais destes tipos célulares.
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Os osteossarcomas convencionais podem produzir uma quantidade variada de
cartilagem e tecido fibroso e assim sdo subdividos conforme a matriz predominante em:
osteoblastico (50%), condroblastico (25%) e fibroblastico (25%)

A imunoistoquimica e microscopia eletronica sdo pouco utilizadas, mas podem
ajudar para exclusdo de outros diagnosticos como, carcinoma sarcomatdide ou sarcoma
sinovial. O osteossarcoma pode apresentar imunorreatividade para citoceratina e actina de
musculo liso e positividade de moderada a forte para CD99. Osteocalcina e osteonectina

algumas vezes também sdo utilizadas para realgar o osteoide.

Tabela 2 - Tipos histologicos de osteossarcoma nao convencionais, defini¢cdo e sinonimia,
segundo OMS.

Tipo Histologico Definicao Sinonimia
Osteossarcoma Ocupa grandes espagos com Aneurisma 6sseo maligno,
Telangiectasico sangue, com ou sem septos. Osteossarcoma hemorragico,

Osteossarcoma de
Pequenas células

Osteossarcoma
central de baixo
grau

Osteossarcoma
Secundario

Osteossarcoma
Parosteal

Osteossarcoma
Periosteal

Osteossarcoma de
superficie de alto
grau

Composto de pequenas células
com varios graus de produgdo
ostedide.

Inicia na medular do osso

Sarcomas formadores de osso que
ocorrem em ossos afetados por
anormalidades prévias. Ex: Doenga
de Paget e alteracdes da radiagdo.

Tumor de baixo grau que se inicia
na superficie do osso

Osteossarcoma condroblastico de
grau intermediario que se inicia na
superficie do osso

Formador de osso de alto grau que
se inicia na superficie do osso.

Osteossarcoma cisto 0Sseo
aneurismatico like.

Osteossarcoma intramedular bem
diferenciado, Osteossarcoma
intramedular de baixo grau ou

Osteossarcoma intradsseo de baixo

grau.

Osteossarcoma justacortical ou
Osteossarcoma justacortical de
baixo grau.

Condrosarcoma justacortical ou
Osteossarcoma condroblastico
justacortical

Osteossarcoma justacortical ou
Osteossarcoma de superficie

Fonte: RAYMOND et al. 2002
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3.6 ALTERACOES GENETICAS E MOLECULARES

Os caridtipos de osteossarcoma sdo geralmente complexos com vérias alteragdes
numéricas e estruturais (LETSON e MURO-CACHO 2001; RAYMOND et al. 2002)
particularmente em tumores de alto grau. Multiplos clones sdo comuns e podem estar
relacionados entre si ou ndo (RAYMOND et al. 2002). As mais freqiientes perdas de
heterigozidade tém sido reportadas nos cromossomos 3¢q, 13g, 17p e 18¢ (RAYMOND et al.
2002). Ja as aberracoes mais frequentemente detectadas pela hibridizacdo genOmica
comparativa sdo o aumento do numero de copias de 1g21 e 8q (8q21.3-g22) e 8cen-ql3,
seguido por nimero de copias aumentado de /4g24-qter e Xpll1.2-p21. As mais comuns
perdas ocorrem no 6ql6 e 6q21-22, (RAGLAND et al. 2002), porém outras perdas da
sequéncia de DNA também foram relatadas em 2¢q, 8p ¢ 10p (RAGLAND et al. 2002). O
aumento do ntimero de copias de 8q21.3-g22, 1q21 e Scen-q13 tem sido relacionado a menor
sobrevida livre de doenca a distancia e a sobrevida global mais curta, sendo o ganho de 8¢23
observado em 50% dos tumores (LETSON e MURO-CACHO 2001; RAGLAND et al.
2002).

A amplificagdo genOmica especialmente da ligacdo do gene p53 ao MDM?2 e do
gene SAS tem importante papel na biologia destes tumores. A superexpressdo do MET e
FOS tem sido reportada em mais de 50% dos casos de osteossarcoma ¢ o MYC
superexpresso em menos de 15% dos casos. MYC, FOS e catepsina L superexpressos sao
detectados em alta propor¢do de tumores recidivados e metastaticos (RAYMOND et al.
2002). A prevaléncia destas alteragdes em conjunto com a inativagdo do RB ocorre em mais
de 80% dos casos, sugerindo que lesdes genéticas que alteram a regulacdo do ciclo celular na
fase G1> S sdo uma constante na patogénese do osteossarcoma (LETSON e MURO-

CACHO 2001).
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3.7 BIOPSIA

Tem papel importante, oferecendo uma quantidade de tecido adequado para
diagnostico histopatolégico, imunoistoquimico e para testes genéticos. Bidpsia inadequada
pode estar associada freqlientemente a erros diagndsticos, amputagdo, recorréncia local e
podem ter um efeito negativo sobre a sobrevida (LOPES et al. 1993; STADDON et al.
2002). A biopsia pode ser aberta ou por agulha. A bidpsia aberta deve ser bem planejada
para nao interferir no tratamento subseqiiente. As biopsias percutaneas por agulha sdo
possiveis e tem a vantagem de pouca ou nenhuma anestesia, serem minimamente invasivas,
sem incisdo ¢ consideradas de baixo risco de infeccdo, contaminagdo e fratura pds-bidpsia.
A biopsia por agulha ¢é apropriada em localizagdes como coluna e acetabulo (STADDON et

al. 2002).

3.8 ESTADIAMENTO

O mais comum sistema de estadiamento cirurgico ¢ o sistema de Enneking

(ENNEKING et al. 1980) (Tabela 3).

Tabela 3 - Sistema de Enneking para Estadiamento de Osteossarcomas.

Sistema de Enneking para Estadiamento de Osteossarcomas

Estadio Grau e Extensao anatémica

I Tumor de baixo grau tumoral
1A Intracompartimental

IB Extracompartimental

II Tumor de alto grau tumoral
ITA Intracompartimental

1IB Extracompartimental

I Qualquer grau com metastases

Fonte: ENNEKING et al. (1980).
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Outro sistema de estadiamento que pode ser utilizado, o TNM - 2002 (American

Joint Committee on Cancer) (Figura 2).

Estadiamento TNM (Classificacao Clinica) / 2002

T- Tumor primario

Tx tumor primario ndo pode ser medido

TO Sem evidéncia de tumor primario

T1 tumor com 08 cm ou menos no maior didmetro
T2 tumor com mais de 08cm no maior didametro

T3 descontinuacdo do tumor do sitio 6sseo primario

N- linfonodos regionais

Nx linfonodos regionais ndo podem ser medidos
NO sem metastases linfonodais

N1 metastase linfonodal regional

M-metastase a distincia
Mx metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO sem metastase a distancia
M1 metastase a distancia
MIla pulmao
M1b outros orgdos a distancia

pTNM Classificacido histopatolégica
pT, pN, pM sdo categorias correspondentes a T,N,M

G Grau Histopatologico

TNM sistema de 02 graus Sistema de 03 graus
Baixo grau grau 1l
Alto grau grau 2/3

Agrupamento por Estadio

Estadio 1A Tl NO,NX
Estadio 1B T2 NO,NX
Estadio ITA Tl NO,NX
Estadio IIB T2 NO,NX
Estadio I1I T3 NO,NX
Estadio IVA Qualquer T NO,NX
Estadio IVB Qualquer T N1
Qualquer T Qualquer N

Sistema de 04 graus

graul/2

grau 3/4

MO

MO

MO

MO

MO

Mla
Qualquer M
M1b

baixo grau
baixo grau
alto grau

alto grau
qualquer grau
qualquer grau
qualquer grau
qualquer grau

# Esta classificacao se aplica a todos os tumores malignos primarios 6sseos exceto linfomas malignos,
mieloma multiplo, osteossarcoma superficial/ justacortical e condrossarcoma justacortical (SOBIN e

WITTEKING, 2002).

# Devido a raridade de envolvimento linfonodal em sarcomas, a designagdo NX ndo deve ser
apropriada e pode ser considerado NO se nenhum envolvimento clinico é evidente (GREENE, 2002).

Fonte: SOBIN ¢ WITTEKING (2002); GREENE et al. (2002)

Figura 2 - Estadiamento TNM (Classificacao Clinica) / 2002
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3.9 FATORES PROGNOSTICOS

Doenca metastatica ao diagnostico

A presenga de doenga metastatica ao diagndstico ¢ relatada como um dos piores
fatores prognosticos em analise univariada e multivariada, com menos de 20% dos pacientes
com sobrevida livre de doenga em 05 anos. Estes resultados desfavoraveis sdo devidos
geralmente a tumores de grande volume com menor possibilidade de ressec¢do total, do que
devido a refratariedade a quimioterapia (BIELACK et al. 2002; RECH et al. 2004). Neste
grupo o intervalo entre o inicio dos sintomas e diagndstico geralmente é curto, traduzindo
um comportamento tumoral mais agressivo (BACCI et al. 2002; RECH et al. 2004).
Pacientes com doenga metastatica pulmonar tendem a ter melhor resposta ao tratamento que
pacientes com doenga metastatica 6ssea ou em medula dssea cujo prognoéstico é bastante

reservado (BIELACK et al. 2002; RECH et al. 2004).

Tamanho Tumoral

O tamanho tumoral ¢ um fator progndstico importante e facilmente obtido em
pacientes com osteossarcoma, podendo servir como base para terapia baseada no risco. Uma
das melhores formas de mensuragdo deste ¢ através da medida absoluta das trés dimensdes.
A incidéncia de metastases esta relacionada ao aumento do tamanho do tumor
principalmente com volumes tumorais absolutos (ATV) acima de 150cm’ (BIELING et al.
1996). Tumores volumosos e com pobre resposta a quimioterapia representam tumores de
alto risco, com uma probabilidade de sobrevida livre de metastases de 25%, apesar de
quimioterapia intensiva (BIELING et al. 1996). PETRILLI et al. (1991a) relataram a

importancia prognostica do tamanho tumoral em relagdo a sobrevida, onde pacientes com
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tumores maiores ou iguais a 15 cm apresentaram menor sobrevida na analise uni e
multivariada e os autores sugerem que estes devem ser tratados com terapéutica mais

agressiva.

Margens Tumorais

Em pacientes tratados no Instituto Rizolli entre 1983 e 1995, a analise multivariada
revelou duas variaveis independentemente relacionadas, margens cirurgicas e recorréncia
local. Foi observado por este grupo 3,1% de recorréncia local em pacientes com margens
cirargicas adequadas e 23,8% para margens inadequadas (marginal, intralesional ou
contaminada). Da mesma forma, com relacdo a resposta a quimioterapia pré-operatoria a
incidéncia de recorréncia local foi de 4% em bons respondedores (necrose > 90%) e 8% em
pobre respondedores (necrose < 90%) Assim na presenca de margens adequadas e boa
resposta a quimioterapia, o risco de recorréncia local foi menor que 3% e aumentou para
40% em pacientes com margens inadequadas e pobre respondedores. A recorréncia local em
pacientes com osteossarcoma de extremidade & associada a progndstico extremamente
reservado e a recaida sistémica (BACCI et al. 1998b). Dessa forma pacientes submetidos a
cirurgias conservadoras com margens cirargicas inadequadas devem ser submetidos a uma
segunda intervengdo, particularmente se associados a pobre resposta a quimioterapia

(BACCI e LARI 2001).

Idade

A maioria dos estudos tanto sobre diagndstico ou tratamento de sarcoma osteogénico

sao desenvolvidos na faixa etdria pediatrica, sendo as demais faixas etdrias raramente

mencionadas exceto no caso de osteossarcoma secundario a doenga de Paget (risco de
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osteossarcoma de 0,2%) (WICK et al. 1981) ou apds a radioterapia (SIM et al. 1972). Apesar
da taxa de resposta ser relatada como menor nos adultos com doenga avangada, (BACCI et
al. 1998a ,CARSI ¢ ROCK 2002; OKADA et al. 2004) evidenciaram melhor sobrevida a
longo prazo em pacientes entre 40 e 60 anos. Conclusdo similar foi encontrada pelo Grupo
Cooperativo de Osteossarcoma (BIELACK et al. 2000) com taxa de sobrevida global e livre
de doenga de 62% e 46% respectivamente, sendo este grupo defensor da similaridade de
progndstico nos adultos quando tratados com os mesmos principios, considerando o grau de
necrose tumoral o fator progndstico mais importante na maioria das séries de osteossarcoma
classicos (GLASSER e LANE 1991; GLASSER et al. 1992; BACCI et al. 1998a).

Ha uma dificuldade de entender a evolugdo desfavoravel nos pacientes idosos
porém, doenga metastatica a apresentacdo, fratura patoldgica, tumores volumosos,
comprometimento do esqueleto axial e margens cirurgicas inadequadas no momento da
cirurgia mostram uma tendéncia a menor sobrevida (CARSI ¢ ROCK 2002; OKADA et al.
2004).

Alguns estudos evidenciam piora do progndstico com a idade entre adultos e
consideram o prognoéstico idade independente nas criancas (SWEETNAM et al. 1971;
BENTZEN et al. 1988; DORFMAN e CZERNIAK 1995). Apesar da descri¢do de SPANIER
et al. (1990), de melhor prognéstico em pacientes mais jovens que 10 anos, em uma amostra
em que a idade variou da primeira a sétima década, na analise multivariada esta vantagem

ndo manteve significancia (DAVIS et al. 1994).

Sexo

Varias séries tem implicado o sexo como fator prognodstico independente

(BOSTROM 1980; GOORIN et al. 1987; RAYMOND et al. 1987; DAVIS et al. 1994). E no

estudo do Scandinavian Sarcoma Group Osteosarcoma Study (SSG) II e VIII o sexo
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feminino foi de prognodstico mais favoravel (SAETER et al. 1999; SMELAND et al. 2003).
Geralmente as pacientes do sexo feminino apresentam maior duragdo dos sintomas e
tumores de baixo grau (BOSTROM 1980).

Segundo GOORIN et al. (1987) e RAYMOND et al. (1987) o sexo foi uma variavel
significante na sobrevida livre de doenca, ¢ no estudo de PETRILLI et al. (1991b) na
sobrevida global em andlise univariada, porém na analise multivariada esta variavel perdeu

a significancia (DAVIS et al. 1994).

Nivel sérico elevado de DHL/fosfatase alcalina

O nivel sérico de DHL (desidrogenase latica) geralmente est4 relacionado a extensdo
da doenca (POCHANUGOOL et al. 1997). A elevacdo deste esta associada a aumento do
risco de recidiva e morte, e ¢ considerado um fator prognostico desfavoravel conforme o
estudo do Osteossarcoma Multi-institucional, COSS-80 e 86 (Cooperative Osteosarcoma
Study Group 80-86) (WINKLER et al. 1983 ¢ 1988; MEYERS et al. 1992; LINK e
EILBERG 2002; RECH et al. 2004).

Os altos niveis de fosfatase alcalina e tumores de grandes volumes tem sido
frequentemente associados a pacientes com doenga metastatica. Em pacientes com doenca
localizada esta elevagdo ¢ considerada um fator de mau prognostico (DAVIS et al. 1994). A
elevacdo do nivel de fosfatase alcalina pos operatdria sugere doenga persistente, recorrente

ou metastatica (CZERNIAK 1998).

Resposta a quimioterapia neoadjuvante (Grau de necrose).

A necrose induzida pela quimioterapia ¢ considerada um dos mais importantes

fatores prognoésticos em osteossarcoma (ROSEN et al. 1982; WINKLER et al. 1984;



29

DELEPINE et al. 1988; WINKLER et al. 1988; BACCI et al. 1990; SAETER et al. 1991;
BRAMWELL et al. 1992; MEYERS et al. 1992; PROVISOE et al. 1997; FUCHS et al.
1998). Alguns fatores estdo relacionados a necrose dentre eles: 1) fatores relacionados ao
tumor (tipo histologico, volume, sitio antdmico e fosfatase alcalina), 2) relacionados ao
hospedeiro (idade e sexo) e 3) relacionados ao tratamento (como o nivel sérico de
metotrexate) (BACCI et al. 2001a).

O grau de necrose induzido pela quimioterapia ¢ classificado mais frequentemente
em Grau de necrose de HUVOS et al. (1977) sendo dividido em: grau I-pobre resposta ou
sem efeito da quimioterapia, grau Il-resposta moderada com areas de tumor ostedide
acelular, necrose, fibrose atribuido ao efeito da quimioterapia; grau Ill-predominio de areas
com tumor osteodide acelular, necrose, fibrose com foco discreto de células tumorais viaveis e
Grau IV-auséncia de células tumorais viaveis. A maioria dos autores subdivide os pacientes
em bons e maus respondedores baseado no grau de necrose > 90% ou < 90% (WINKLER et
al. 1988; BRAMWELL et al. 1992; MEYERS et al. 1992; SOUHAMI et al. 1997), porém
outros consideram de significancia prognéstica em sobrevida livre de doenga o grau de
necrose completa versus incompleta (MEYERS et al. 1992; BACCI et al. 1993; BACClI et al.
2001a e ou b). Em varios estudos com quimioterapia neoadjuvante a sobrevida livre de
doenga em 05 anos foi de 80% para pacientes com necrose completa (Huvos IV), 61% para
necrose entre 90 ¢ 99% (Huvos IIl) e 47% para necrose menos que 90% (Huvos I ell)
(BACKCI et al. 1994). Ja no estudo do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center a sobrevida
livre de doenca foi de 91%, 72% e 62% para pacientes com necrose completa, entre 90 e
99% de necrose, ¢ menos que 90% respectivamente (MEYERS et al. 1992). A taxa de
resposta completa parece ser maior em pacientes com doenga localizada do que naqueles
com doenga metastatica a apresentagdo. Ndo se sabe se por maior resposta tumoral ou por

diferenca bioldgica entre eles BACCI et al. (1998 b) encontrou uma diferenca de
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quimiosensibilidade entre estes dois grupos e a taxa de resposta completa foi de 21% para

doenga localizada e nula na doenca metastatica a apresentacdo (WINKLER et al. 1990).

Tipo histologico

A taxa de resposta & quimioterapia de acordo com o tipo histolégico ndo ¢ um fato
surpreendente, ja que UNNI e DAHLIN (1979) consideram osteossarcoma uma entidade néo
homogénea, mas um grupo de doengas com potenciais bioldgicos diferentes. Conforme
AYALA et al. (1984) esta entidade heterogénea apresenta um tipo histoloégico predominante
que justifica uma subclassificagdo e que provavelmente indica que graus de diferenciagdes
diferentes podem ter quimiosensibilidades diferentes (OKADA et al. 1999). Dentre os
subtipos histologicos os condroblasticos sdo pobres respondedores, € os subtipos
telangiectasicos e fibroblasticos melhores respondedores que o tipo osteobléstico e
condroblastico (WINKLER et al. 1990; BACCI et al. 2001a). Este fato também ¢ relatado
por outros autores que consideram o grau de necrose maior que 90%, com taxa de resposta
completa de (42,3%) em telangiectasico, (33,3%) em fibroblasticos e de 6,1% em tumores

condroblasticos (BACCI et al. 1998b).

Nivel sérico de metotrexate

Alguns autores relacionam grau de necrose tumoral com nivel sérico de metotrexate
e tempo de infusdo desta droga (DELEPINE et al. 1988; BACCI et al. 1998b). Niveis acima
de 1000pumol/L ndo ofereceram qualquer vantagem na resposta histoldgica, porém valores
diferentes foram relatados por BACCI et al. (1998b) e esta discrepancia pode ser explicada

pela duracao da infusdo.
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3.10 FATORES MOLECULARES

Nao necessariamente especifico para osteossarcoma um numero importante de genes
tem sido identificado, incluindo genes supressores de tumor, oncogenes. A importancia de

varios destes ainda permanece obscura.

Gene RB

A associacdo entre a mutagdo do gene RB e osteossarcoma é bem conhecida
(KITCHIN e ELSWORTH 1974; ABRAMSON et al. 1984). A perda do heterozigosidade
(LOH) do locus do gene RB no cromossomo 13 esta presente em quase 60 a 70% dos
tumores (ARAKI et al. 1991; WUNDER et al. 1991; YAMAGUCHI et al. 1992; BELCHIS
et al. 1996, FEUGEAS et al. 1996; MILLER et al. 1996) e esta tem sido proposta como fator

progndstico adverso em osteossarcoma (FEUGEAS et al. 1996; BENASSI et al. 1999).

P16

Delegdes e perda da expressdo de pl6 sdo encontradas em 10 a 15% dos casos de
osteossarcoma (BELCHIS et al. 2000; MAITRA et al. 2001) e correlacionadas com

diminuicao da sobrevida em pacientes pediatricos (MAITRA et al. 2001).

c-erbB-2

O c-erbB-2 ¢ expresso em 40-45% dos casos de osteossarcoma (LETSON ¢ MURO-

CACHO 2001). Esté relacionado a pior sobrevida livre de eventos (47% X 79% em 05 anos)

em pacientes com doenca ndo metastatica, menor necrose tumoral apds quimioterapia
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neoadjuvante, crescimento tumoral mais agressivo e maior potencial de metastase (ONDA et

al. 1996; FUCHS e PRITCHARD 2002).

P53

O gene supressor de tumor p53, localizado no cromossomo 17p13, (McBRIDE et al.
1986; LADANYI e GORLICK 2000) encontra-se com anormalidades em mais de 50% dos
casos de osteossarcoma (MASUDA et al. 1987; GUO et al. 1996; MILLER et al. 1996;
LONARDO et al. 1997; SZTAN et al. 1997).

A expressdo da proteina pS3 e sua mutagdo tém sido associadas a pobre prognéstico
e resposta a quimioterapia na maioria das neoplasias humanas. Entetanto em osteossarcoma
esta correlacdo nao foi encontrada (UEDA et al. 1993; BALDINI et al. 1995; MILLER et al.

1996; CHAN et al. 1997, YOKOYAMA et al. 1998; GORLICK et al. 1999).

Glicoproteina p

Alguns estudos mostraram uma evolugdo desfavoravel, com aumento da incidéncia

de recidiva (SERRA et al. 1999), em pacientes com osteossarcoma e glicoproteina p positiva

(BALDINI et al. 1995; SERRA et al. 1995; CHAN et al. 1997; SERRA et al. 1999).

3.11 TRATAMENTO

Quimioterapia Adjuvante

O tratamento quimioterapico ¢ um marco importante na historia do osteossarcoma.
Antes de 1970, os pacientes portadores de osteossarcoma eram submetidos a amputagéo, ¢ a

sobrevida era pobre, 80% dos pacientes morriam de doenca metastatica sendo a maioria
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destas, pulmonares. A partir desta data foi introduzida quimioterapia adjuvante a cirurgia.
Nos primeiros estudos as drogas mais utilizadas foram metotrexate em altas doses e
doxorrubicina ou a combinagdo destas, nestas séries apesar da maioria dos pacientes terem
sidos submetidos a amputagdo, a sobrevida livre de doenca em 05 anos para os pacientes
submetidos apenas a cirurgia era de 15% e dos pacientes submetidos quimioterapia
adjuvante de 40 a 60%. Em 1978 autores da Mayo Clinic (TAYLOR et al. 1985)
apresentaram um estudo com 272 pacientes portadores de osteossarcoma de extremidade
tratados com amputacdo isolada no periodo de 1963 a 1974 e observaram diferentes
prognosticos dependendo da época do tratamento. Pacientes tratados no periodo entre 1963 e
1965 tinham 14% de sobrevida livre de doenca em 05 anos, entre 1966 ¢ 1968 23%, entre
1969 e 1971 37% e entre 1972 a 1974 em 39% dos casos. Dessa forma se observou que o
prognostico do osteossarcoma havia mudado neste periodo e foi atribuido a introdugdo da
quimioterapia adjuvante.

No periodo entre 1982 ¢ 1984 LINK et al. (1986) um estudo multi-institucional de
osteossarcoma randomizou pacientes com osteossarcoma de extremidade ndo metastaticos
para amputacdo isolada ou para amputagdo seguida de quimioterapia e foi observado que o
grupo da quimioterapia adjuvante apresentou maior sobrevida livre de doenca (61% x 11%

p=0,005) sem diferenca na sobrevida global.

Quimioterapia Neoadjuvante

Com o desenvolvimento da quimioterapia neoadjuvante e adjuvante, avangos nas
técnicas cirurgicas e melhora dos estudos radiologicos, 90 a 95% dos pacientes podem ser
submetidos a cirurgia com preservacdo do membro e reconstrugdo. A sobrevida em longo

prazo e taxa de cura para doenca ndo metastatica passou a ser de 60 a 80%, e houve
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diminui¢do do nimero de metastases pulmonares ou atraso no seu aparecimento (WITTIG et
al. 2002).

Os resultados de 20 estudos neoadjuvantes sendo 10 destes monoinstitucionais e 10
multicéntricos entre 1985 a 1995 evidenciaram uma taxa de tratamento conservador de 60%,
78% de sobrevida livre de doenga em pacientes com grau de necrose > 90% (bons
respondedores) versus 38% em pacientes com grau de necrose < que 90% (pobres
respondedores) (BACCI et al. 2001).

O tratamento padrio de quimioterapia agora inclui tratamento neoadjuvante e
adjuvante. A finalidade da quimioterapia pré-operatodria € tratar o tumor primario induzindo a
necrose, facilitar a ressec¢do cirargica com margens adequadas, aumentar as taxas de
preservagdo de membro, oferecer tratamento precoce de doenga micrometastatica e permitir
a identificacdo de grupo de risco conforme o grau de resposta pos resseccdo do tumor
primario. Porém o maior risco da quimioterapia neoadjuvante ¢ atrasar o procedimento
cirargico naqueles tumores ndo respondedores, o que aumenta a possibilidade de
disseminacdo sistémica de células tumorais resistentes a drogas (WITTIG et al. 2002).
Varios autores relatam forte associag@o entre a necrose induzida pela quimioterapia primaria
ou neoadjuvante e o prognostico (ROSEN et al. 1982; DELEPINE et al. 1988; BACCI et al.
1990; SAETER et al. 1991; MEYERS et al. 1992; PROVISOR et al. 1997; BACCI et al.
1998a ou b; FUCHS et al. 1998; BACCI et al. 2001a). A possivel explicacdo entre a necrose
e 0 progndstico ¢ que o tumor primario e as micrometastases tenham a mesma sensibilidade.

Atualmente ndo se sabe com clareza se esquemas de quimioterapia com associagao
de varias drogas sdo mais efetivos que esquemas com apenas duas drogas. O estudo do
European Osteosarcoma Intergroup (EOI) ndo demonstrou diferenca na sobrevida livre de
doenga ou sobrevida global entre esquema com 02 drogas (doxorrubicina e cisplatina) e com
07 drogas (metotrexate, cisplatina, doxorrubucina, vincristina, BCD — bleomicina,

ciclofosfamida e dactinomicina) (BACCI et al. 2001a). Dentre as drogas mais usadas estdo a



35

doxorrubicina, cisplatina e alta dose de metotrexate tanto como tratamento de inducao
(neoadjuvante) quanto adjuvante e alguns estudos recentes tém associado ifosfamida ao

regime convencional, mas o beneficio na sobrevida nao foi observado.

Quimioterapia neoadjuvante x adjuvante

O aumento da sobrevida livre de doenca observada em estudos iniciais com a
quimioterapia pré-operatoria deve estar mais relacionado ao uso de regimes de quimioterapia
mais efetivos com dose maiores do que a quimioterapia pré-operatoria em si. A contribuicdo
do momento da quimioterapia foi estudada pelo Pediatric Oncology Group (GOORIN et al.
2003) que comparou a realizagdo da quimioterapia pré-operatéria (neoadjuvante) com a
quimioterapia realizada apds a resseccdo do tumor primdrio (adjuvante) em pacientes
portadores de osteossarcoma nao metastaticos. O achado foi que a quimioterapia foi efetiva
em ambos os grupos, com similar freqiiéncia de preservacdo de membro e sem vantagem de
sobrevida livre de eventos para quimioterapia neoadjuvante. Alguns investigadores mantém
a recomendagdo da quimioterapia neoadjuvante pela informacdo progndstica obtida pelo
espécime cirargico, identificacdo de grupos de risco (WINKLER et al. 1984; WEINER et al.
1986; MEYERS et al. 1992; BACCI et al. 1993) e por acreditar no aumento do niimero de
candidatos a cirurgia conservadora, mesmo sem aumentar a sobrevida global ou livre de
eventos. Porém a prevengdo de progressdo de doencga precoce independe se a quimioterapia €

administrada no pré ou pos-operatorio (GOORIN et al. 2003).

Quimioterapia intra-arterial x sistémica

A cisplatina ¢ considerada a droga mais indicada para infusdo intra-arterial por duas

razdes principais: nao estar associada a grandes complicacdes locais e devido aos niveis das
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drogas sistémicas ndo serem comprometidos pela infusdo intra-arterial (STEWART et al.
1983; MANGUES et al. 1988; BIELACK et al. 1988). Quando usada intra-arterial a
cisplatina ¢ mais efetiva no tumor primario que a infusdo intravenosa (JAFFE et al. 1983).
No estudo do COSS-86 (FUCHS et al. 1998) compararam cisplatina intra-arterial com
cisplatina intravenosa associada a poliquimioterapia ¢ evidenciaram taxa de resposta bem
como a sobrevida livre de evento semelhante, porém no subgrupo tratado com cisplatina
endovenosa os pacientes que receberam a cisplatina que a infusdo mais prolongada (5h x 1h)
obteve maior taxa de bons respondedores (68% x 47% p=0,04). (BACCI et al. 2000b),
também demonstraram resultado semelhante quando comparou a cisplatina intrarterial com a
poliquimioterapia com 03 drogas, porém quando foi associada uma quarta droga esta
vantagem desapareceu e nenhuma diferenca na taxa de sobrevida livre de eventos, tempo e
sitio de recaida foi encontrada. Assim concluiu-se que mesmo com poliquimioterapia
sistémica a quimioterapia intrarterial com cisplatina ndo parece aumentar a resposta do

tumor local e a taxa de cura.

Dose Recebida e Intensidade de dose

Varios estudos retrospectivos t€ém enfocado o potencial da intensidade de dose em
osteossarcoma como: SMITH et al. (1991) que associou a intensidade de dose da
doxorrubicina ¢ a necrose tumoral, DELEPINE et al. (1988 e 1996) que relacionou a
intensidade de dose do metotrexate a sobrevida livre de doenga e WITTIG et al. (2002) que
associou quimioterapia com multiplas drogas e quimioterapia de dose intensa com maior

sobrevida livre de doenca. Porém LEWIS et al. (2000) ndo conseguiu este beneficio.
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Quimioterapia em alta dose

Alguns fatores tém sido considerados de alto risco em osteossarcoma como doenca
metastatica, grandes tumores ou tumores de esqueleto axial e pacientes com doenga
recidivada apos o tratamento inicial. Ha pouca experiéncia de consolidagdo com terapia de

alta dose, porém os resultados até o momento nao evidenciaram beneficio (MEYERS 2004).

Cirurgia

O tratamento cirurgico deve ter como objetivo o efeito cosmético e funcional, sem
prejudicar a sobrevida a longo prazo.

A cirurgia conservadora consiste na preservacdo do membro ¢ pode ser oferecida
como uma alternativa de tratamento se o tumor primario puder ser ressecado com margens
adequadas, sem comprometer a fungdo do membro (PETRILLI et al. 1991 b; GARCIA et al.
1996). A sobrevida em longo prazo de pacientes submetidos a cirurgia conservadora com
margens adequadas ¢ semelhante aqueles submetido a amputacdo (RODRIGUEZ 1996;
MEYERS e MACKENZIE 2004). A presenga de doenga metastatica ndo afeta
necessariamente a escolha do procedimento cirirgico e a cirurgia conservadora pode ser
oferecida. Algumas situagdes podem dificultar a cirurgia conservadora como, bidpsia que
contamina as partes moles adjacentes, envolvimento de estruturas neuro-vasculares e fratura
patologica. A fratura patoldgica nem sempre € contraindicagdo de preservagdo do membro e
vasos sanguineos podem ser reconstituidos. A contaminagdo de partes moles pode limitar a
realizagdo da cirurgia conservadora, bem como envolvimento de nervos como ciatico ou
plexo braquial que sdo contraindicagdo absoluta do procedimento (LOPES et al. 1993). A
obtencdo de margem adequada é fundamental para escolha do procedimento cirtrgico. Esta

margem em tumores metafisarios ndo deve exceder 01 cm da placa de crescimento para
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manuten¢do do potencial de crescimento normal apoés a cirurgia (HOFFER et al. 2000;
MEYER e MACKENZIE 2004). Para tumores diafisarios a margem de 03 a 05 cm do osso
normal é necessaria para evitar margem positiva. O cirurgido deve balancear a obtencao de
margem cirirgica segura e a manutencao de osso suficiente para realizagdo do procedimento
de reconstrugdo com sucesso (REFAAT et al. 2002). A recorréncia local é associada com
prognostico extremamente reservado e associada a recaida sistémica (BACCI et al. 1998a ).
Dessa forma pacientes submetidos a cirurgia conservadora com margens inadequadas devem
ser submetidos a uma segunda interven¢do, particularmente se pobre respondedores a
quimioterapia (BACCI et al. 2001). A cirurgia conservadora porém tem maior taxa de
complicagdo como infecgdo, soltura, fratura, perda da protese e recorréncia local que a
cirurgia de amputagdo (REFAAT et al. 2002).

A escolha do procedimento de preservacdo do membro depende da localizagdo e da
extensdo do tumor, consideragdes psicologicas e da idade do paciente (MEYERS 2004).

A maioria dos cirurgides prefere as recontrugdes com endoproteses metalicas que
permitem uma fixacdo imediata estavel, deambulagdo precoce, sustentagdo do peso e uma
boa estabilidade articular, com bons resultados funcionais na maioria dos pacientes e
minimas complicagdes pds-operatorias (MALAWER e CHOU 1995; KAWALI et al. 1998;

HENSHAW et al. 1999; RUBERT et al. 1999).

Doenca Avancada

Pacientes com doenga avangada ou irressecavel ao diagnoéstico, apesar do
progndstico reservado ndo necessariamente sdo incuraveis. Na década de 70 a sobrevida livre
de progressdo neste grupo de pacientes era menor que 20%, atualmente para pacientes com
doenga metastatica pulmonar a sobrevida em 05 anos € maior que 40%. Porém a sobrevida

mediana apds o diagndstico de metastases geralmente ¢ curta, contudo 20 a 25% dos
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pacientes vivem mais de 02 anos. O tratamento inclue remocgdo cirurgica do tumor primario
e/ou da doenca metastatica ao diagnodstico ou apds poliquimioterapia intensiva. Entretanto
em pacientes com metastases 6sseas o prognostico ¢ mais reservado.

A doenga localmente avangada consiste no envolvimento difuso do membro, de
estruturas adjacentes, neurovascular ou outros, como parede toracica ou vértebra, que
impede um tratamento locorregional adequado. A recorréncia loco-regional representa falha
a cirurgia primaria ou a quimioterapia e pode estar associada a piora da qualidade de vida e
limitagdo funcional. Os sintomas mais freqiientes nesta situagdo sdo: dor, sepsis, ulceragao
tumoral, hemorragia, trombose, fraturas patologicas e impoténcia funcional, nesta situagdo o
tumor tende a ser quimioresistente e as vezes € necessaria amputagdo de resgate. Doenca
metastatica difusa é geralmente uma condi¢cdo incuravel e requer tratamento paliativo. Os
locais mais acometidos sdo pulmao, osso, figado e cérebro e quando este acometimento €

difuso dificilmente a quimioterapia ou cirurgia serao efetivas.

Opcoes de tratamento para a doenca avancada ou recorrente

Vérias combinag¢des de drogas tem sido utilizadas em pacientes com doenca
metastatica tratada ou ndo tratada, o mais efetivo deles consiste em cisplatina, doxorrubicina
e metotrexate em altas doses mais leucovorin tanto em regimes com duas ou trés drogas.
Varios estudos fase I reportam taxa de resposta de 25 a 35%.

A radioterapia tem papel limitado pela radiorresisténcia e pela necessidade de doses

elevadas para resposta clinica e pode ser utilizada paliativamente para contole algico.

Tratamento especificos
Amputaciio paliativa do membro envolvido

E uma opg¢do na doenca recorrente ou persistente refrataria a quimioterapia e

radioterapia, tanto na presen¢a ou auséncia de metastases. Principalmente se sintomas como
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dor intensa, fraturas, ulcera persistente, infeccdo refratiria, sangramento e incapacidade
funcional estao presentes.

O sucesso da amputagdo paliativa ocorre quando ha melhora do performance status,
do controle dos sintomas, reducdo dos sinais da doenga e a reabilitagdo do paciente

(MERIMSKY et al. 2004).

Resseccao de Metastase Pulmonar

A recorréncia de osteossarcoma ¢ mais comum em pulmao. Pacientes com doenca
recorrente confinada ao pulmao devem ser submetido a ressecg¢do cirirgica com ou sem
quimioterapia. A ressec¢do da doencga pulmonar completa consiste no mais importante fator
progndstico na primeira recaida com sobrevida em 3-5 anos de 20 a 40%, e apds 05 anos de
23-31% (DUNN e DEHNER 1977; MERIMSKY et al. 2004). Dentre os fatores favoraveis
para a resseccdo completa estdo numero de noédulos pulmonares de 4 ou menos, metastase
pulmonares unilaterais ou longos intervalos entre a ressec¢do do tumor primario ¢ a
metastase. A quimioterapia também tem papel importante nesta situacdo pois, DUNN e
DEHNER (1977) e YAMAGUCHI et al. (1988) relataram com esta, reducdo do niimero e

atraso no aparecimento das metastases bem como maior sobrevida.

3.12 MECANISMOS DE INVASAO E METASTASES

O processo de carcinogénese se subdivide em trés ectapas basicas, que sdo a
inicia¢do, a promocao e a progressao. Na primeira etapa, sob a acdo de agentes mutagénicos,
a célula acumula alteragdes no seu material genético. Na segunda fase sofre agdo de agentes
promotores que induzem o crescimento dessa célula mutada, promovendo sua expansio

clonal. E na terceira etapa ocorre a progressdo tumoral, que corresponde a capacidade desse
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clone de células transformadas de invadir e metastatizar. Essa capacidade de invasdo e de
gerar metastases ¢ responsavel pela maior parte da morbidade e mortalidade causada pelo
tumor ao hospedeiro.

O mecanismo de progressdo, por sua vez, ¢ subdividido em quatro etapas (MEYER e
HART 1998): 1- Escape de células da massa tumoral primaria e invasdo dos tecidos
adjacentes; 2- Embolizagdo vascular; 3- Adesdo nas células endoteliais de sitios distantes; 4-
Invasdo, angiogénese e crescimento nos sitios distantes. Na etapa inicial desse processo, a
célula perde a capacidade normal de aderir as células adjacentes e a matriz extracelular e
inicia a progressdo. Essa ades@o ¢ mediada por diversas moléculas, pertencentes a diferentes
grupos, quais sejam: integrinas, caderinas, superfamilia das imunoglobulinas, selectinas e
CD44 (DUFFY 1998). Em diversos tecidos a adesdo célula-célula ¢ mediada em grande
parte por moléculas da familia das caderinas. A principal representante dessa classe de
moléculas € a caderina tipo E, que ¢ o tipo expresso nos epitélios, tecidos que originam cerca

de 80% a 90% dos canceres humanos (CRISTOPHORI ¢ SEMB 1999).

3.13 METODOS IMUNOISTOQUIMICOS

Os métodos imunoistoquimicos baseiam-se na deteccao de antigenos cuja expressao

tenha relagdo qualitativa ou quantitativa com uma ou mais fases do ciclo celular (Figura 3).
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Figura 3 - Localizagdo celular e fungdes das maiores classes de genes associados ao cancer.

3.13.1 Caderinas

Tipos e estrutura molecular

As caderinas sdo moléculas de adesdo célula-célula presentes em tecidos de

vertebrados, cuja acdo ¢ dependente do calcio. Existem diversos tipos de caderinas. O nome

de cada uma delas depende do tecido onde originalmente foram descritas: caderina P,

encontrada inicialmente na placenta; caderina H, no corago; caderina N, em tecido nervoso

e caderina-E em tecidos epiteliais. Esta tltima é o tipo mais estudado (ALBERTS et al.

1997).

As caderinas sdo glicoproteinas de membrana formadas por 700 a 750 aminodacidos.

A sua molécula ¢ dividida em trés porgdes: extracelular, transmembrana e intracelular

(Figura 4). A maior parte da cadeia polipeptidica é extracelular ¢ composta por cinco

dominios, cada um contendo cerca de 100 aminoacidos. Esses dominios sdo homodlogos e

contém os sitios de ligacdo para o calcio. Essa por¢do extracelular realiza interagdes

homotipicas dependentes de calcio com as caderinas das células vizinhas funcionando como
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um verdadeiro "zipper molecular" (CHRISTOFORI e SEMB 1999; HAJRA e FEARON
2002) (Figura 4).

Na auséncia de calcio, as caderinas sofrem uma alteracdo conformacional e, como
resultado, sdo rapidamente degradadas por enzimas proteoliticas (ALBERTS et al. 1997). A
por¢do intracelular da caderina E se liga a filamentos de actina ou a filamentos
intermedidrios do citoesqueleto, dependendo de qual estrutura de adesdo estdo fazendo parte.
Essa ligacao da caderina a actina ¢ mediada, por sua vez, pelas cateninas (o, e y cateninas)
e pela molécula p120 ctn, também denominada de J catenina. Qualquer quebra no complexo

intracelular caderina-E/cateninas causa perda da adesdo intercelular (HAJRA e FEARON

2002).
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2
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Fonte: HAJRA e FEARON (2002).

Figura 4 - O complexo de adesdo celular mediado pelas caderinas.

Papel das caderinas na manutencio da estrutura dos tecidos

As caderinas sdo as principais moléculas de adesdo dos epitélios. Fazem parte de

dois tipos de estruturas de adesdo célula-célula: zonas de aderéncia, quando as moléculas de
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caderina se ligam a filamentos de actina através das cateninas; e desmossomos quando as
caderinas se ligam a filamentos intermediarios através de outras moléculas que ndo as
cateninas (ALBERTS et al. 1997).

Estas estruturas de adesdo sdo de suma importancia na manutengdo da integridade
dos epitélios. Em algumas doengas como o pénfigo, o individuo produz anticorpos contra
suas proprias caderinas, levando ao rompimento dos desmossomos entre as células epiteliais.
Isto causa extravasamento de fluidos para o epitélio frouxo, levando a intenso edema. A
remogao in vitro do calcio extracelular também leva ao rompimento dos tecidos (ALBERTS
etal. 1997).

As caderinas exercem influéncias também na manutengdo da forma e da polaridade
das células em um tecido. Essas influéncias sdo decorrentes da sua interacdo com as

moléculas de actina que compdem o citoesqueleto (HAJRA e FEARON 2002).

Alteracoes das caderinas relacionadas a progressiao tumoral

Virios tipos de moléculas de adesdo celular estdo implicadas no processo de
carcinogénese. Algumas dessas moléculas tém a sua produgdo aumentada durante esse
processo, facilitando, por exemplo, a adesdo da célula tumoral as células endoteliais. Outras
moléculas, como as caderinas, t€ém a sua expressdo diminuida, o que facilita a evasdo da
célula tumoral do seu sitio primario. Existem varios trabalhos experimentais correlacionando
a perda da expressdo da caderina com a alteracdo do fenotipo de células epiteliais, que
perdem diferenciagdo e adquirem comportamento invasivo.

Inicialmente, experimentos in vitro demonstraram que células epiteliais renais
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) que normalmente se organizam em uma camada

unica bastante coesa, sofriam perda da diferencia¢dao, adotavam morfologia fibroblastica e
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tornavam-se invasivas em gel de colageno apds a aplicacdo de anticorpos monoclonais
contra caderina-E (BEHRENS et al. 1993).

PERL et al. (1998), estudaram a expressdo imunoistoquimica da caderina E em
camundongos transgénicos (Ripl Tag 2) que servem como modelo experimental de
carcinoma pancreatico de células P, e verificaram que a perda da expressdo da caderina E
coincide com a transi¢do de adenoma bem diferenciado para carcinoma invasivo. O
cruzamento desses camundongos (Ripl Tag 2) com camundongos que mantinham a
expressdo da caderina-E (Rip1 E cad) gerou uma linhagem de camundongos que também
mantinham a expressdo da caderina e nos quais o processo de carcinogénese estacionava na
fase de adenoma.

Varios trabalhos clinicos correlacionam a perda ou diminui¢do da expressdo da
caderina-E com o maior risco de invasdo e metastases nos mais diversos tipos de tumores.

UMBAS et al. (1992), observou diminui¢do da expressdo da caderina E em pacientes
portadores de adenocarcinoma da prostata quando comparou tumores localizados e
metastaticos e com o aumento do escore de Gleason dos tumores ( p<0,001).

Em carcinoma de células escamosas de esofago, INADA et al. (1999) encontraram
correlacdo significativa entre diminui¢do da expressdo imunoistoquimica da caderina-E e
maior risco de metastases linfonodais, invasdo vascular, maior profundidade de invasdo,
maior estadio patoldgico e pior progndstico.

LEE et al. (2002), correlacionou menor expressao da caderina com estadio avangado,
perda da diferencia¢do e invasdao tumoral em pacientes portadores de tumores pequenos de
pulmio (< 3 cm) do tipo ndo pequenas células.

RODRIGO et al. (2002) relatou a expressao diminuida da caderina e maior risco de
metastases linfonodais (p=0.007) em carcinomas de células escamosas da laringe supra-

glotica.
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Regulacio da expressao das caderinas

O gene que condiciona a expressdo da caderina-E se encontra no cromossomo 16 q
(UMBAS et al. 1992). Esse gene foi denominado CDH1 e varias mutacdes somaticas foram
descritas em diversos tumores, tais como neoplasias de estdmago, de prostata, de mama e
coloretais (HAJRA ¢ FEARON 2002).

A expressao das caderinas também pode ser regulada por mecanismos epigenéticos.
CHANG ¢ WERB (2001) demonstraram que em pacientes com carcinomas de lingua a
hipermetilagdo do promotor do gene da caderina-E foi a principal causa da diminui¢do da
sua expressdo. Os fatores de transcri¢dao sdo capazes de inibir a expressdo da caderina-E em
células de carcinomas de mama tanto in vitro quanto in vivo. Essa inibi¢do foi mediada pela
ligacdo dos fatores de transcricdo a regides promotoras especificas (E box) do gene da

caderina (HAJRA e FEARON 2002).

Caderinas e Osteossarcoma

As moléculas de adesdo celular sdo importantes ndo s6 no processo de manutengio
da arquitetura do tecido normal, mas também na progressdo do carcinoma que inclue a
alteracdo da morfologia, invasdo e metastase. O gene das caderinas ¢ expresso no osteoblasto
normal (o termo caderina do osteoblasto, OB-caderina) tanto no osteoblasto do rato da
linhagem celular MC3T3-E1 quanto no cDNA do osteossarcoma humano. A OB -caderina ¢
conhecida ser idéntica a caderina -11 clonada do c-dna cerebral. A caderina-11 apresenta
trés isoformas: 1)forma intacta que mostra 50% de aminoacido idéntico ao da N-caderina, 2)
a forma variante gerada por splicing alternativo e 3) a forma secretada gerada por protedlise.
A forma intacta consiste em uma proteina de 120KD com propriedade de adesdo celular em
associacdo a catenina, adesdo homofilica e dependente de calcio. A forma variante ¢é

caracterizada por inser¢do de 179bp no dominio transmembrana, resultando em uma regido
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citoplasmatica mais curta e diferente da forma intacta que nao tem propriedade adesiva. E a
forma secretada da caderina-11, proteina de 80-kd encontrada em sobrenadante de células
osteoblasto-like e células L transfectantes da caderina-11 intacta, o que sugere que a forma
secretada deriva de uma forma intacta (a partir clivagem de uma proteina). Tanto a caderina-
11 quanto a N-caderina sdo expressas em baixos niveis em osteossarcoma, enquanto em
osteoblastos normais apresentam-se em niveis mais elevados. Isto sugere que a expressao
reduzida das formas intactas de caderina-11 e N-caderina causa invasdo local em
osteossarcoma. A expressdo anomala de caderina-11 e a redugdo da expressdo de N-caderina
em osteossarcoma e responsavel por varios mecanismos de expressdo e disfungdo. A
diminui¢do da forma intacta é induzida pela superexpressdo da forma variante e da forma
secretada, e esta forma secretada pode impedir a fun¢do da forma intacta (KASHIMA et al.
1999). Alteracdo na expressdo das caderinas pode estar relacionada a metastases e
morfologia do osteossarcoma (KASHIMA et al. 1999; MONAGHAN et al. 2001;

KASHIMA et al. 2003).

3.13.2 Gene APC / B-catenina

O gene APC ¢é um gene relativamente grande o qual codifica uma molécula de
RNAm e uma proteina de 2843 aminoacidos na sua isoforma mais comum. A proteina ¢
estruturalmente complexa com varios possiveis sitios de interagdo para B-catenina, EBI e
axina (RUBINFELD et al. 1997). O APC participa de varias fungdes celulares incluindo
proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, adesdo, migragdo e segregacdo cromossomica (VAN
ES et al. 2001).

O produto do gene APC ¢ parte do complexo multiprotéico que regula a
concentracdo citoplasmatica de B-catenina, a qual tem duas maiores fungdes: adesdo celular
e transmissdo de sinal de proliferagdao da via WNT. Sob circunstancias normais o gene APC

se liga diretamente a B-catenina livre e promove a fosforilagdo pela glicogénio sintetase
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quinase 3b (GSK-3P) e atua sobre o alvo a B-catenina que ¢ degradada pelo sistema de
proteasoma (ABERLE et al. 1997; YANG et al. 2005). Contudo quando ha mutagdo no gene
APC ou do gene B-catenina, especialmente na regido de fosforilagdo da GSK-3, o gene APC
deixa de se ligar a B-catenina e esta se acumula no citoplasma e nucleo. No nucleo, a B-
catenina se liga diretamente ao fator de célula T/linféide estimulando a transcrigdo de genes
alvos. O c-myc, (YANG et al. 2005) cyclina D1 e fibronectina tem sido identificadas como
genes alvos da via APC-B catenina. A superexpressdo do c-myc e/ou ciclina D1 ¢
frequentemente demonstrada em canceres humanos ¢ a fibronectina tem papel importante na

metastase do cancer (RAMBURAN et al. 2005).

Via APC / p-catenina

Os produtos dos genes supressores de tumor podem atuar na regulagdo sinais
promotores de crescimento. Mutagdes na linhagem germinativa do gene APC no loci (5q21)
sdo associadas a tumores benignos que sdo precursores de carcinoma. Essa alteragdo ocorre
no cancer de coélon onde individuos que nascem com um alelo do APC mutante
desenvolverdo polipos adenomatosos, durante a sua adolescéncia e invariavelmente um ou
mais destes polipos irdo sofrer transformagdo maligna.

O APC ¢ um componente da via de sinalizagio WNT cujo maior papel é de
controlador celular de adesdo e polaridade durante a embriogénese. A via de sinalizagdo
WNT também € importante na auto-renovagdo das “stem cell” hematopoiéticas. Os sinais da
WNT atuam sobre os receptores da superficie celular, chamados “frizzled” e estimulam
varias vias sendo uma central envolvendo -catenina e APC. Um fungdo importante do APC
¢ “down regulate” da B-catenina. Assim na auséncia de sinalizagdo WNT, ocorre a formagao
de um complexo macromolecular com a B-catenina, o qual resulta na degradacdo da B-

catenina pelo APC, o que leva a diminui¢cdo dos niveis intracelulares de [-catenina,
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prevenindo o acumulo no citoplasma. A inativa¢do do APC leva a uma ruptura do complexo,
ndo ocorre a degradagd@o da B-catenina e ocorre o aumento dos niveis celulares e translocagado
desta para o nucleo. Ao translocar para o nicleo a B-catenina forma um complexo com TCF
(fator de transcricdo) que aumenta a transcricdo do c-myc, cyclina D1 e outros genes

promotores do ciclo celular (Figura 5).
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Figura 5 - O papel do APC na regulaco da estabilidade e fun¢do da B-catenina.

A importancia da via de sinalizagdo APC-B-catenina na tumorigénese ¢ atestada em
pacientes portadores de cancer de colon que podem ter genes APC normais e mutagdes na [3-
catenina. A B-catenina mutada ndo ¢ inibida pelo APC e migra para o nucleo. Mutagdes de -
catenina ndo sdo restritas a tumores de colon, estdo presentes em mais de 50% dos
hepatoblastomas e aproximadamente em 20% dos carcinomas hepatocelulares. A B-catenina
se liga a E-caderina que mantém a adesividade intercelular. A redugdo da adesividade em
células de cancer podem resultar de defeitos no eixo caderina-catenina. O efeito da
adesividade celular da B-catenina independe do fator de transcricdo (WEI et al. 2000). A
expressdo imunoistoquimica da p-catenina tem sido investigada em varios tumores onde a
perda ou o padrao aberrante tem sido associado a desdiferenciacdo e pobre progndstico. Em

nefroblastoma a -catenina tem localizagdo na membrana em 88% dos casos e foi expressa
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ndo so6 no epitélio, quanto no mesenquima e no blastema. A relocalizagdo nuclear da f-
catenina tem sido associada pobre prognostico em nefroblastoma e sarcoma sinovial. A
redistribui¢do citoplasmatica da B-catenina pode ser resultado tanto de sinalizagdo do WNT,
inativacdo do APC ou pela propria mutagdo direta da B-catenina. E estudo de Koesters, o
acumulo citoplasmatico de B-catenina foi detectado em tumores poupados de mutacdo no
gene da B-catenina. O actimulo nuclear da B-catenina também tem sido visto em tumores que
ndo possuem mutagdes na P-catenina, sugerindo defeitos em outros membros da via de

sinalizagdo WNT (KOESTERS et al. 1999).

APC/ pB-catenina e Osteossarcoma

As cateninas participam no desenvolvimento e fun¢do da linhagem das células
osseas e osteoblastos. No o0sso as caderinas se associam a B-catenina e atuam na regulacao
da diferenciacdo do osteoblasto a qual ¢ dependente da adesdo célula-célula (CHENG et al.
1998; FERRARI et al. 2000). A perda da expressdo de B-catenina em osteoblastos pode estar
relacionada a fase de transicdo da diferenciacdo dos osteoblastos a ostedcitos ou a um
fendomeno de transformagdo celular. MONAGHAN et al. 2001, estudou nove casos de
osteossarcoma 08 apresentavam expressdo de P-catenina e todos padrdo nuclear, porém 07
destes mostravam expressdo de membrana e citoplasmatica. Alguns estudos ja descreveram
alteragOes na expressdo de P-catenina em sarcomas 6sseos (IWAO et al. 1999), este achado
de padrao nuclear pode estar associado a mutacdo do APC ou desregulacao da via do gene de
transcrigdo P-catenina /LEF/TCF importante nas alteragdes neoplasicas precoces.

A literatura que associa APC com osteossarcoma ¢ pobre. MONAGHAN et al.
(2001) considera o papel do APC no osso ainda indefinido, mas segundo este parece ser
similar a outros tecidos, compete com a caderina E pela ligacdo a beta-catenina e pode

regular o complexo caderina-catenina. Atuando com papel indireto na comunicagdo
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intercelular da adesdo célula a célula (ostedcito-ostedcito, ostedcito-osteoblasto) e sugerindo
ser importante na regulacdo do turnover d6sseo. O efeito do APC na migragdo celular pode
ser importante no recrutamento ¢ localizacdo das células de remodelacdo oOssea como
osteoblastos precursores e osteoclastos, bem como no potencial invasivo e metastatico
tumoral. Neste estudos dos nove casos de osteossarcoma todos apresentavam forte expressao
de APC, porém este € o Unico relato da literatura que analisa a correlagdo expressao
imunoistoquimica de APC e osteossarcoma. N@o ha até o momento outro estudo que

correlacione os achados imunoistoquimicos da expressao de APC e dados clinicos.

3.13.3 c-erbB-2

O gene c-erbB-2 se localiza no cromossomo humano 17q21 (FUKUSHIGE et al.
1986), codifica uma proteina receptora transmembrana de 185 KDa (p185) frequentemente
chamada de proteina ou receptor HER2. O HER2 pertence a uma familia dos receptores de
fator de crescimento epidérmico, determinados de HER1 a HER4 (c-erbB-1 a c-erbB-4) , que
apresentam alto grau de homologia entre si.(COUSSENS et al. 1985; BARGMANN et al.
1986). Todos os quatro membros da familia HER s@o receptores transmembrana tirosina
quinase com atividade estimuladora de crescimento e importantes na regulagdo do
crescimento celular, sobrevida e diferenciagdo. Em comum com os outros membros da
familia HER, a proteina HER2 tem trés dominios: um sitio de ligagdo ao receptor
extracelular, um segmento transmembrana lipofilico e uma area intracelular com atividade
tirosina quinase. O ligante se une ao complexo receptor heterodimero que inclue a proteina
HER2 na superficie celular para ativar a atividade da proteina tirosina quinase e a
autofosforilagdo da tirosina (Figura 6). Estes disparam a cascata de eventos que resultam na
transmissao de sinais através da membrana celular e espaco intracelular até o nucleo, onde a

ativacdo do gene ocorre e estimula o ciclo celular e a mitose (ALROY ¢ YARDEN 1997). O
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receptor HER2 atua como chave na via de transdugdo de sinal do fator de crescimento

celular e no controle do crescimento e divisdo normal da célula (AKIYAMA et al. 1986).

Growth factor ——
: Binding site
HERA/HER3/HER4 HER2
Plasma | N!HHH’ ] HHHHHPH Hm
iasma — A I
b Tyrosine
Signal kinase activity
transduction
to nucleus
Cytoplasm —— Nucleus
eo R e
._: Gene activation DISFSlT(LDN

Fonte: van Der Geer et al 1994
Figura 6 - Modelo esquematico de fases da via de transdugdo de sinal do fator de

crescimento.

O gene c-erbB-2 ¢ um analogo humano do gene transformador neu originalmente
encontrado em linhas celulares de neuroblastoma de ratos derivadas de tumores induzidos
por etilnitrosuréia, e que quando hiperexpresso induz a transformagdo maligna em
fibroblastos de roedores (DI FIORE et al. 1987). Da mesma forma que EGFR (familia dos
receptores de crescimento epidérmico, a proteina pl85 tem intrinseca atividade tirosina
quinase. O receptor HER2 pode estar envolvido na regulacdo de varias fungdes vitais
controladas por qualquer membro da familia dos receptores Erb, como crescimento celular,
diferenciagdo e apoptose (YU e HUNG 2000). Desde a descri¢ao original de SLAMON et al.
(1987) mostrando a correlacdo entre a amplificacdo de c-erbB-2 e agressividade biologica
nos carcinomas mamarios, foram descritos numerosos artigos na literatura acerca do valor

progndstico deste oncogene em varios tipos de neoplasias. Expresso em cerca de 30% dos
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casos de carcinoma da mama invasivo, o c-erbB-2 tem correlagdo com a sobrevida,
especialmente em pacientes com metastases axilares, sendo que se demonstrou também
disseminacdo sistémica com maior precocidade, especialmente para o figado. Também em
mama, lesoes proliferativas de risco (CDIS- carcinoma ductal in situ) que expressam o c-
erbB- estdo relacionadas a alto grau nuclear e presenga de necrose (OLIVERIA et al. 2004).
A superxepressdo do c-erbB-2 esta relacionada a aumento das propriedades metastase
relacionadas (invasdo, angiogénese, e aumento da sobrevida), além de conferir as células
com cancer maior resisténcia a varias terapias sejam elas quimioterapia, hormonioterapia,
radioterapia ou citoquinas. Esta resisténcia ¢ mediada por receptores de sinal anti-
apoptoticos (YU e HUNG 2000).

A superexpressao de c-erbB-2 também ¢ reportada em pacientes com tumor de
ovario, endométrio (SLAMON et al. 1987), estomago, glandula salivar (PRESS et al. 1994)
colon, rim e bexiga (NEAL et al. 1990; SATO et al. 1992), pancreas (LEI et al. 1995),
pulmdo ndo pequenas células (TSAI et al. 1993; KIM et al. 1998). Todos estes tumores
apresentam origem epitelial ¢ mostraram que a expressdo de c-erbB-2 ¢ muito rara em
tumores de origem mesenquimal, porém ONDA et al. (1996) demonstrou que a expressao
deste ocorreu em 42% dos osteossarcomas.

A determinacdo de c-erbB-2 por imunoistoquimica apresenta uma grande vantagem
sobre o estudo de outros genes, ja que na sua maioria dos casos a presenca de uma coloracao
de membrana para o produto do c-erbB-2 e esta associada a real amplifica¢do do gene, como
demonstrado por técnicas de biologia molecular. A imunoistoquimica tem sido utilizada para
detecgdo da proteina HER2 através do uso de anticorpos monoclonais ou policlonais
(SLAMON et al. 1987). A utilizagdo da imunoistoquimica nos materiais de parafina tem
mostrado que os tumores que apresentam amplificacdo do gene c-erbB-2 apresentam forte
expressao de membrana, por exemplo nas pacientes em cancer de mama com numero de

genes c-erbB-2 normais ndo apresentam marcacao especifica (ISOLA et al. 1999; JIMENEZ
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et al. 2000; WANG et al. 2000). A imunoistoquimica pode discriminar entre os niveis de
proteina HER2, associada com a amplificacdo do gene c-erbB2 e os niveis de proteina HER2
normal, ¢ um método bastante utilizado e relativamente barato e tem mostrado uma boa
concordancia interlaboratorial e interobservadores (HOANG et al. 2000; JACOBS et al.
2000). O Herceptest DAKO ¢ interpretado através de um “score” de marcacdo de membrana
que varia de 0 a +3, o qual reflete a intensidade e o padrao do sinal imunoistoquimico em >

de 10% das células tumorais (Tabela 4).

Tabela 4 - Score de superexpressdo do HER2 usando o Kit Herceptest DAKO.

SCORE Mensuracdo Padrdo de Marcagao

0 negativo Nio ha marcagdo, ou marcagdo de membrana observada em, 10%
das células tumorais
+1 negativo Marcacdo de membrana perceptivel e detectada em > 10% das

células tumorais . As células s6 marcam em parte da membrana.

+2 fraco Marcagdo de membrana de fraca a moderada em > 10% das células
tumorais
+3 forte Marcagdo de membrana ¢é forte em > 10% das células tumorais

Fonte: JACOBS et al. (1999); ROCHE e INGLE (1999).

Outro método utilizado para diagnostico dos niveis de c-erbB-2 é o FISH -
hibridizagao in situ por imunofluorescéncia (PRESS et al. 1997) cuja técnica € caracterizada
pela utilizacdo do DNA HER2 especifico marcado com a digoxigenina, a qual apds a
hibridizagdo do c-erbB-2 presente na amostra do tecido, ¢ detectado por através da ligacdo
com anticorpos marcados com fluoresceina para digoxigenina. Esta técnica é caracterizada
por alta sensibilidade e reprodubilidade, e por oferecer uma medida objetiva e qualitativa da
amplificagdo do c-erbB-2 em adicdo pode ser realizada em pequenas amostras de tecido.
Viérios estudos tem demonstrado um nivel de concordancia de mais de 90% usando varios
testes imunoistoquimicos e os testes de FISH (ISOLA et al. 1999; JACOBS et al. 1999;

HOANG et al. 2000; JIMENEZ et al. 2000; RIDOLFI et al. 2000; WANG et al. 2000).
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c-erbB-2 e osteossarcoma

Em um estudo com osteossarcoma, 42% das amostras expressavam c-erbB-2. A
expressdo desta proteina foi associada com a presenca de metastases pulmonares e
diminuicdo de sobrevida bem como uma pobre resposta histoldégica quimioterapia
neoadjuvante (GORLICK et al. 1999). A expressdo de c-erbB-2 ¢é correlacionada com pior
progndstico em pacientes com expressao de +1 a +3 e a taxa de sobrevida apds 01 ano foi de
61% e apos 03 anos de 14%. Em contraste pacientes que ndo expressam c-erbB-2 a
sobrevida em 01 ano foi de 100% e em 03 anos de 84%. Pacientes com expressdo de c-erbB-
2 apresentam alto risco de desenvolvimento de metastase, 06 meses apds o diagnostico
(p<0,005) (GORLICK et al. 1999).

A expressdo da proteina c-erbB-2 ¢é associada a pobre prognostico em pacientes com
osteossacoma nao metastatico, onde a superexpressao desta esta associada a menor sobrevida
livre de recorréncia e aumento da probabilidade de metastases multiplas, (ONDA et al. 1996;

GORLICK et al. 1999).
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PACIENTES E METODOS

AMOSTRA DO ESTUDO

Foram incluidos no estudo os pacientes admitidos no Centro de Tratamento e

Pesquisa Hospital do Cancer A.C. Camargo, no periodo de 1985 a 2000, com diagnostico de

osteossarcoma convencional de extremidades com doenga metastatica ou ndo ao diagnostico.

4.1.1

4.1.2

Critérios de inclusao

Pacientes portadores osteossarcoma convencional de extremidade, metastatico ou
nao ao diagnodstico, com confirmagao histopatoldgica por bidpsia do tumor primario
seja por agulha ou cirargica.

Pacientes sem tratamento prévio.

Pacientes tratados neste servigo com cirurgia e/ou quimioterapia segundo os
protocolos vigentes em cada época.

Disponibilidade de material arquivado em parafina suficiente para novos cortes

histologicos e confirmagdo do diagnostico.

Critérios de exclusao

Casos sem material disponivel no arquivo de blocos de parafina para a realizagdo
adequada de novos cortes para coloragdo imunoistoquimica e/ou confirmagao
diagnostica.

Pacientes que apresentaram outras neoplasias, sincronicas ou metacronicas.

Pacientes com osteossarcomas de outros sitios que nao de extremidades.
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4. Pacientes com tipos histologicos de osteosarcoma que ndo o convencional (Figura
1). Pacientes com osteossarcoma multifocal ou poliostotico
5. Margens cirurgicas inadequadas.

6. Pacientes com recidiva locoregional.

Foram selecionados inicialmente os registros de 250 pacientes para o estudo. Apods
avaliagdo dos prontuarios 186 pacientes permaneceram elegiveis para analise. Realizado
selegdo de blocos de parafina e laminas para confirmagao diagnostica. Destes, 104 blocos
estavam disponiveis, sendo que 97 pacientes constituiram a amostra para a analise final.
Dentre os motivos que levaram a redu¢do do numero de pacientes inicialmente selecionados
e a amostra final foram a falta do bloco de parafina do tumor primario e a falta de material

adequado para realizagdo imunoistoquimica.

42 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo retrospectivo cujos dados clinicos e epidemiologicos foram
obtidos dos prontuarios médicos arquivados no SAME - Servico de Arquivo Médico e
Estatistica do Centro de Tratamento e Pesquisa - Hospital do Cancer A.C. Camargo da
Fundacao Antonio Prudente de Sao Paulo.

Os dados coletados dos 97 pacientes portadores de osteossarcomas foram registrados
em uma ficha de levantamento de dados previamente definida (Anexo 1).

A partir do material existente nos blocos de parafina realizaram-se novos cortes para
a realizacdo de coloracdo de Hematoxilina-eosina para confirmagdo do tipo histologico e
marcagdo imunoistoquimica com c-erbB-2, APC e moléculas de adesdo celular (Pan-

caderina, E-caderina e -catenina).
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4.2.1 Diagnostico

Conforme protocolo institucional, todos os pacientes foram avaliados inicialmente
por exame clinico geral, analisando-se os diversos aparelhos e sistemas e exame
locorregional, no qual a lesdo primaria era caracterizada segundo a sua localizacdo. Estes
pacientes eram submetidos a exames classicos de estadiamento, conforme preconizado para
o diagnostico e tratamento segundo a época.

A suspeita clinica foi confirmada sempre pela biopsia da lesdo. O material de biopsia
obtido foi fixado em formalina a 10 % e incluido em parafina. Os cortes foram corados pela
hematoxilina-eosina. Quando os pacientes ja haviam sido biopsiados em outras institui¢des,
as laminas foram submetidas & revisdo anatomopatologica sistemdtica e os blocos de
parafina solicitados e arquivados para a realizagdo de novos cortes. Nos casos de biopsia
realizada em outro servigo cujo material era pouco elucidativo para o diagnostico, nova
biopsia era realizada.

Baseado no tipo predominante celular e material intercelular (ostedide, cartilagem,
colageno) o osteossarcoma foi classificado como osteoblastico, condroblastico e

fibroblastico respectivamente e posteriormente encaminhada para imunoistoquimica.

4.2.2 Estadiamento

O estadiamento clinico foi realizado pelo sistema TNM, 1998.

O estadiamento clinico inclue o exame fisico, com exame detalhado locorregional,
exames de imagem e por ultimo, biopsia para confirmagdo diagnéstica. A avaliacdo
locorregional foi realizada por tomografia computadorizada ou ressondncia nuclear
magnética (conforme a indicagdo e a disponibilidade na época), a pesquisa de metastases
pulmonares por tomografia computadorizada e cintilografia dssea para descartar doenca

disseminada Ossea.



60

4.2.3 Procedimento cirdrgico

Dos 97 pacientes avaliados, 91 foram tratados com cirurgia ap6s a quimioterapia.
Sendo estas consideradas conservadoras quando se preservava o membro afetado ou funcao,
e cirurgias de amputagdo, quando era ressecado o membro afetado, ou ndo era preservado a
funcdo. A cirurgia também foi estratificada por periodo considerando cirurgias realizadas
antes de 1990 e apos 1990 considerando a possibilidade de mudanga de filosofia neste

periodo e a disponibilidade de endoprotéses.

4.2.4 Quimioterapia
Os pacientes foram submetidos aos protocolos de quimioterapia vigentes durante

estes periodos e divididos em;

Grupol-Cisplatina/ Doxorrubicina
Cisplatina 100mg/m* IA x1dia
Cisplatina 120mg/m” IV x1 dia (pos- operatoria).

Doxorrubicina 30mg/m* IV x 2 dias

Grupo 2-Cisplatina/ Doxorrubicina/Metotrexate em altas doses
Cisplatina- 120mg/m”* IV x1 dia
Doxorrubicina 30mg/m* IV x2 dias

Metotrexate 12g/m” (resgate com Leucovorin).

Grupo 3-Cisplatina/Doxorrubicina/ Ifosfamida/VP16
Cisplatina 120mg/m” IV x1 dia
Doxorrubicina 25mg/m” IV x 3 dias
Ifosfamida 1,8g/m” IV x 5dias
VP16 150mg/rn2 x 3 dias (Cisplatina).
100mg/m’ IV x1 dia (Ifosfamida).
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Grupo 4-Cisplatina/ Doxorrubicina/Carboplatina/Ifosfamida (Mesna).
Cisplatina 100mg/m* IV x1 dia
Carboplatina 500mg/m* x 1dia
Doxorrubicina 30mg/m” x2 dias
Ifosfamida 03 g/rn2 IV x1 dia(Mesna).
Cisplatina 100mg/m*IV x1 dia

Grupo 5-Cisplatina /Doxorrubicina(EORTC).
Cisplatina 100mg/m* IV x1 dia

Doxorrubicina 25mg/m*IV x 3 dias

Grupo 6-Ifosfamida /Cisplatina/Doxorrubicina
Ifosfamida 1,5g/m” x4 dias
Doxorrubicina 60mg/m* x1 dia

Cisplatina 100mg/m” x1 dia

Grupo 7-Outros

Grupo 8-Nao fez quimioterapia

4.2.5 Seguimento dos Pacientes

O acompanhamento dos pacientes se deu em consultas ambulatoriais regulares. A
cada consulta era realizado exame fisico geral e locorregional. As Radiografias de torax
eram realizadas conforme as consultas ou na vigé€ncia de sintomas.

Os pacientes foram classificados segundo o seguimento em:

a) vivos sem cancer.

b) vivos com cancer.

c) mortos pelo cancer ou complicagdo do tratamento.
d) mortos por outras causas .

e) perdidos no seguimento.
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4.2.6 Exame anatomopatologicos do tumor primario

Todas as laminas referentes a biopsia do tumor primario foram revistas por dois
patologistas, Prof®. Dr. Fernando Augusto Soares e Dra Isabela Werneck da Cunha.

O tipo histologico foi revisto a partir do matérial de bidpsia e classificadas segundo
os critérios da Organizacdo Mundial de Satide (RAYMOND et al. 2002) (Tabela 1).

Neste estudo foram incluidos apenas os osteossarcomas convencionais com seus
respectivos subtipos osteoblastico, condroblastico, fibroblastico e excluida as demais
histologias.

Foram classificados baseado no tipo celular predominante e material intercelular
(ostedide, cartilagem, colageno) em:

Osteossarcoma Osteoblastico: A matriz predominante corresponde ao 0sso e
ostedide, ha extremos de produgdo de matriz desde fina a densa, ostedide compacto e 0sso

(esclerdtico) (Figura 7).

Figura 7 - fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade subtipo

osteoblastico. Hematoxilina-eosina, aumento 200x.
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Osteossarcoma Condroblastico: A matriz condroide ¢ predominante, ha maior grau
de cartilagem hialina as quais s@o intimamente associadas com elementos ndo condroides

(Figura 8).

Figura 8 - fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade subtipo

condroblastico. Hematoxilina-eosina, aumento 200x

Osteossarcoma Fibroblastico: Caracterizado por células fusiformes malignas de

alto grau com minima quantidade de matriz 6ssea com ou sem cartilagem (Figura 9).
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Figura 9 - fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade subtipo

fibroblastico. Hematoxilina-eosina, aumento 200x

As pegas cirtirgicas foram fixadas em solugdo de formalina a 10%.

A resposta a quimioterapia foi avaliada pelo Grau de Necrose de HUVOS et al.
(1977), conforme descrito no laudo anatomopatologico.

Grau I: pobre resposta ou sem efeito da quimioterapia

Grau II: resposta moderada com areas de tumor ostedide acelular, necrose, fibrose

atribuido ao afeito da quimioterapia;

Grau III: predominio de areas com tumor ostedide acelular, necrose, fibrose com

foco discreto de células tumorais viaveis,

Grau IV: auséncia de células tumorais viaveis

Os pacientes foram a grupados em dois grupos: grupo 1 (grau de necrose tumoral

HUVOS I e II) e grupo 2 (Grau de necrose de HUVOS III e 1V) considerados maus e bons
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respondedores a quimioterapia, respectivamente conforme dados de literatura (RAYMOND
et al. 1987; GLASSER et al. 1992).
Aqueles pacientes em que a gradagdo de HUVOS ndo pode ser aplicada foram

considerados ignorados e agrupados em separados.

4.2.7 Técnica de Imunoistoquimica

Apos pesquisa no arquivo do Departamento de Anatomia Patologica, identificaram-
se as laminas histologicas referentes a bidpsia do tumor primdrio. Estas foram revistas por
dois patologistas (Prof®. Dr. Fernando Augusto Soares ¢ Dra. Isabela Werneck da Cunha),
definindo o tipo histologico e selecionando a 1dmina mais representativa da lesdo.

Os blocos de parafina referentes a essas ldminas foram submetidos a novos cortes de
3 um e montados em laminas previamente tratadas com 3 aminopropil-trietoxi-silano
(Sigma, A-3648, USA ) e deixados por 24 horas em estufa a 60°C para melhor adesido dos
tecidos nas mesmas.

A desparafinizacdo dos cortes foi realizada através de dois banhos sucessivos em
Xilol, o primeiro a 60°C por 20 minutos e o segundo a temperatura ambiente por 20 minutos.

A reidratagdo foi feita com quatro banhos sucessivos em etanol a 100 %, a 95%, ¢ a
70%, respectivamente, durante 30 segundos cada um. As ladminas foram lavadas em agua
corrente e destilada.

Procedeu-se, entdo, a recuperagdo antigénica em panela de pressdo (Eterna®, Nigro).
A solucao tampao citrato 10 mM pH 6.0 foi fervida na panela aberta e s6 entdo as laminas
foram mergulhadas e a panela lacrada com a véalvula de seguranca aberta. Apos a saida do
vapor saturado, a valvula de seguranca foi abaixada e aguardado a pressurizagdo total. As
laminas permaneceram por cinco minutos apos a pressurizagdo. A panela ainda fechada foi

lavada por dez minutos em agua corrente ¢ depois de destampada, foi deixada por dez
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minutos a temperatura ambiente. As ladminas foram lavadas novamente em agua corrente e
destilada.

A peroxidase enddgena foi bloqueada com H,0, 3%, (a4gua oxigenada 10 vol) com 4
trocas de 5 minutos cada. Nova lavagem em agua corrente e destilada e na seqiiéncia um
banho com solu¢do salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate buffered saline) 10mM
pH 7.4 por 5 minutos.

As laminas foram incubadas com o anticorpo primario diluido em titulo
preestabelecido conforme Tabela 5, em tampdo PBS contendo albumina bovina (BSA) 1%

(Sigma, A9647, USA) e azida sodica (NaN3) 0,1%, por 18 horas a 4°C em cdmara imida.

Tabela 5 - Descrigdo do anticorpo primario utilizado, clones, titulo de dilui¢do e fabricantes.

Anticorpos Clones Titulos Fabricantes

Polyclonal rabbit anti-human c-erbB-2 oncoprotein _ 1/500 DAKO —-A0485
Monoclonal mouse anti-human E-cadherin NCH-38 1/100 DAKO -M3612
Polyclonal pan-cadherin _ 1/3000 SIGMA C3678

Polyclonal (C20) APC _ 1/600  SCruz — SC 896

B-catenina 14 1/1000 BD Transduction — 610154

As laminas foram novamente lavadas em tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos
cada e entdo incubadas com o anticorpo secundario biotinilado-reagente C (Biotinylated goat
anti-mouse/rabbit Ig) do kit StreptABComplex/HRP Duet (mouse/rabbit) (Dako A/S, K492,
Denmark) no titulo pré-estabelecido de 1:200, diluido em PBS, por 30 minutos a 37°C. Apds
procedido nova lavagem em tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

As laminas foram entdo incubadas com o complexo - reagente A (Streptavidin) no
titulo pré-estabelecido de 1: 200 e reagente B (Biotinylated peroxydase) no titulo pré-
estabelecido de 1: 200, diluido em PBS, por 30 minutos a 37°C para amplificagdo da reagio.

Nova lavagem em tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.
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A reagdo foi revelada através da incubagdo das laminas em solu¢do substancia
cromégena de tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) 60 mg% (Sigma, D-5637,
USA); 1 mL de Dimetilsulféxido (DMSO); 1 mL de H,0, 6% (agua oxigenada 20 vol).; 100
mL de PBS; por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Nova lavagem em agua corrente e agua
destilada por 3 minutos.

Os cortes foram contracorados com Hematoxilina de Harris por 1 minuto. Apds nova
lavagem em agua corrente e destilada, as laminas foram imersas em agua amoniacal (solugdo
de hidroxido de amoénio 0,5%), lavando em seguida em agua corrente e destilada.

Na seqiiéncia, as laminas foram desidratadas com banhos sucessivos de etanol a
80%, 95% e a 100% por 30 segundos cada um, e em quatro banhos de xilol, de 30 segundos
cada.

Procedeu-se, entdo, a montagem das laminas em polimero (Entellan® neu, MERCK,

1.07961, Germany) (Figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16).

Figura 10 - Fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade com marcagdo

nuclear pelo APC. Aumento 400x.
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Figura 11 - Fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade com marcagdo

citoplasmatica pelo APC. Aumento 400x.

Figura 12 - Fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade com marcagéo

citoplasmatica pela f-catenina. Aumento 400x.
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Figura 13 - Fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade com marcagdo

nuclear pela -catenina. Aumento 200x.

Figura 14 - Fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade com marcagéo

de membrana pelo c-erbB-2. Aumento 400x.
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Figura 15 - Fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade com marcagdo

de membrana pelo Pan-caderina. Aumento 200x.

Figura 16 - Fotomicrografia de osteossarcoma convencional de extremidade com marcagao

negativa pela E-caderina. Aumento 200x.
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As reagdes sempre foram acompanhadas de controle positivo, em tecido sabidamente
positivo para anticorpo anti-APC, anti c-erbB-2, anti Pan-caderina, anti E-caderina e anti-[3-
catenina, ¢ de dois controles negativos. Um dos controles negativos foi obtido pelo ndo uso
do anticorpo primario durante os passos da reagdo. O segundo controle negativo foi obtido
pela supressao do anticorpo secundario.

Na avalia¢do da reagdo imunoistoquimica foi empregado o microscopio optico Zeiss
com ocular CFW 10x e objetiva 40 (0.65, 160/ 0,17). A leitura da reagdo foi feita por dois
observadores que fizeram avaliagdes em separado com a avaliagdo de positividade ou
negatividade da reacdo (Apresentando indice de concordancia de 100%). Nos casos em que
a marcagdo imunoistoquimica apresentou falha ou ndo foi possivel avaliar fragmento
representativo do tumor foi considerado nao avaliavel.

Os resultados imunoistoquimicos foram avaliados da forma tradicional, sendo
considerado positivo o depodsito acastanhado do DAB. A avaliacdo foi qualitativa,
considerando-se positivas as células que apresentavam coloragdo acastanhada, com varia¢ao
de tonalidade no nucleo ou membrana conforme o marcador avaliado.

O c-erbB-2, E-caderina e Pan-caderina foram considerados positivos quando mais de
10% das células tumorais apresentavam marcagdo forte na membrana citoplasmatica. O
APC, foi considerado positivo quando havia expressdo nuclear ou citoplasmatica em mais de
10% das células coradas e a [-catenina, quando havia expressio de membrana,

citoplasmatica ou nuclear em mais de 10% das células tumorais.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos prontuarios foram registradas em uma ficha de levantamento
padronizada (Anexo 1) e digitadas e arquivados em um banco de dados com o auxilio do
programa “Excel 7.0 for Windows”. Para a analise estatistica utilizou-se o software for

Windows Statistical Package fos Social Science (SPSS), versao 10.0.
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A distribui¢do das variaveis clinicas, anatomopatoldgicas e referentes ao tratamento
foram apresentadas na forma de tabelas de contingéncias.

A mensuragdo das variaveis quantitativas foi expressa pelos intervalos, medianas,
médias e respectivos desvios padrdes. As associagcdes das varidveis quantitativas como a
expressdo do c-erbB-2, E-caderina, Pan-caderina e f-catenina e presenga de metastase foram
efetuadas com o teste do qui-quadrado bi-caudal; e sempre que necessario, devido as
freqiiéncias esperadas inferiores ao valor 5 dentro de uma tabela 2x2, utilizou-se o Teste de
Fisher.

O tempo de sobrevida livre de doenga foi calculado como o periodo entre o inicio do
tratamento e a data do diagnostico do aparecimento da metastase observada. Para a analise
da sobrevida livre de doenga foram excluidos os casos que apresentavam metastase ao
diagnostico. Os pacientes vivos sem evidéncia de metastases na data da Gltima informagao
foram considerados sob censura para a curva de sobrevida pelo método de KAPLAN e
MEIER (1958) ou para utilizagdo da regressao de COX (1972).

O tempo de sobrevida global foi calculado como o periodo entre o inicio do
tratamento e a data da tltima informagdo objetiva observada (para os pacientes vivos nesta
data) ou a data do obito por cancer. Os pacientes vivos na data da ultima informacdo foram
considerados sob censura para a curva de sobrevida pelo método de KAPLAN ¢ MEIER
(1958) ou para utilizagao da regressdo de COX (1972).

Pacientes que ndo compareceram as consultas ou sem informagdes por um periodo
superior a duas vezes o estipulado para retorno foram considerados perdidos de seguimento
na data da ultima informag@o. Esses pacientes contribuiram para a curva de sobrevida até tal
data, sendo entdo considerados sob censura.

As sobrevidas livre de doenca e sobrevida global, foram feitas pelo estimador

produto de limite de KAPLAN e MEIER (1958) e a comparacgdo entre curvas através do teste
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de Logrank. Na analise multivariada para sobrevida usou-se o modelo de riscos
proporcionais de COX (1972) calculando-se as razdes de risco proporcional para 6bito.

As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise univariada para
sobrevida livre de doenca e sobrevida global, foram selecionadas para a analise multivariada,
bem como aquelas que atingiram valores de p de até 0,20.

O resultado final para os modelos multivariados, regressdo logistica e de COX
(1972), foi obtido pela estratégia stepwise forward selection, (procedimento de adi¢do e
eliminacdo) onde a partir da variavel de maior significAncia na analise univariada as outras
foram acrescentadas, uma a uma, em ordem crescente, segundo valor de p.

Os valores referentes a dados de freqiiéncia e taxas de sobrevida foram simplificados
com técnicas de arredondamento padronizadas permanecendo apenas uma casa decimal.
Segundo a ABNT (Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas) o nivel de significancia

estatistica (o) para inferéncia estatistica foi estabelecido em 0,05.

4.4 CASUISTICA

4.4.1 Aspectos demograficos e clinicos

Nesta série foram avaliados 97 pacientes portadores de osteossarcoma convencional
de extremidade com doenga metastatica ou ndo ao diagndstico submetidos a tratamento no
Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A.C.Camargo no periodo de 1985 a
2000.

A idade neste grupo de pacientes variou de 6 a 70 anos com mediana de 16. Sessenta
e quatro pacientes (66%) apresentavam idade inferior a 18 anos e 33 (34%) mais de 18 anos.

Setenta e seis pacientes (78,4%) eram brancos e 21 (21,6%) ndo brancos.
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Cingiienta e cinco pacientes eram do sexo masculino (56,7%) e 42 (43, 3%) do sexo
feminino.

Quanto a localizagdo do tumor primario, 49 pacientes apresentavam tumor com
origem no fémur (50,5%); vinte e sete (27,8%) na tibia; 16 (16,5%) no umero; trés (3,1%)
na fibula e 2 (2,1%) no radio.

A medida sérica de fosfatase alcalina (FA) foi encontrada em 61 casos (62,9%) e em
36 (37,1%) ndo havia dados em prontuario. Dos casos avaliaveis, o valor laboratorial variou
de 28 a 4696 U/l, com mediana de 230 U/

O valor sérico de desidrogenase latica (DHL) foi encontrado em 51 casos (52,6%) e
em 46 casos (47,4%), ndo havia dados de mensuracdo. Dos casos avalidveis, o valor
laboratorial variou de 96 a 854 U/I, com mediana de 236 U/I.

De acordo com o estadiamento clinico TNM 1998, 5 pacientes (5,2%) foram
estadiados como T1 e 68 (70,1%) como T2. Nao foi encontrado referéncia ao estadiamento T
na admissdo em 24 casos (24,7%).

Todos os pacientes eram NO na apresentagdo inicial. Em relagdo ao estadiamento M
da admissao, 83 pacientes foram considerados como MO (85,6%) e 14 (14,4%) como M1.

A cirurgia foi utilizada como tratamento em 91 casos, sendo em 62 (63,9%)
realizada a cirurgia conservadora e em 29 (29,9%) a amputacdo. Seis pacientes (6,2%) nao

foram operados (Tabela 6).
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Tabela 6 - Freqiiéncia das variaveis clinicas e demograficas dos 97 pacientes portadores de
osteossarcoma de extremidades.

Variavel Numero de Pacientes %
Idade

Até 18 anos 64 66

>18 anos 33 34
Racga

Branca 76 78,4

Nao Branca 21 21,6
Sexo

Masculino 55 56,7

Feminino 42 433

Local do tumor primario

Fémur 49 50,5
Tibia 27 27,8
Fibula 03 3,1
Umero 16 16,5
Radio 02 2,1

Nivel sérico de desidrogenase litica (DHL) ao diagnéstico

Até 236 26 26,8

> 236 25 25,8

Ignorado 46 47,4
Nivel sérico de fosfatase alcalina (FA) ao diagnéstico

Até 230 31 32

> 230 30 30,9

Ignorado 36 37,1
Estadiamento cT

Tl 5 5,2

T2 68 70,1

Ign 24 24,7
Metastase ao diagnéstico

MO 83 85,6

M1 14 14,4
Cirurgia do tumor primario

Conservadora 62 63,9

Amputagdo 29 29,9

Nao operado 6 6,2

4.4.2 Aspectos anatomopatologicos
O grau de necrose tumoral (HUVOS) foi avaliado na peca operatdria com os
respectivos resultados: 10 pacientes (10,3%) como HUVOS 1, 39 (40,2%) HUVOS 11, 18

(18,6%) HUVOS Ill e em 11 (11,3%) HUVOS IV. Néo havia descri¢do do grau de necrose
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em 13 casos (13,4%) e 6 casos (6,2%) nao foram operados. Apds andlise do grau de necrose
de Huvos os pacientes foram estratificados em dois grupos: grupo 1 (HUVOS I e II) e grupo
2 (HUVOS I e IV) considerados maus e bons respondedores a quimioterapia,
respectivamente, conforme dados de literatura (RAYMOND et al. 1987; GLASSER et al.
1992) (Tabela 7).

O tipo histolégico em 70 casos (72,2%) foi osteoblastico, em 20 (20,6%)

condroblastico e em sete (7,2%) fibroblastico. (Tabela 7).

Tabela 7 - Freqiiéncia de variaveis anatomopatologicas do tumor primario dos 97 pacientes
portadores de osteossarcomas de extremidades.

Variavel Nuimero de Pacientes %
Grau de necrose (HUVOS).

lell 49 50,5

MelV 29 29,9

Ign 19 19,6
Tipo Histologico

Condroblastico 20 20,6

Osteoblastico 70 72,2

Fibrolastico 7 7,2

4.4.3 Aspectos cirurgicos
Sessenta ¢ dois pacientes (63,9%) foram submetidos a cirurgia conservadora de
membros e 29 (29,9%) a amputacdo. Em seis casos (6,2%) a cirurgia ndo foi realizada.
Considerando o periodo antes e apds 1990, o nimero de amputacdes foi maior no
periodo até¢ 1990. Antes de 1990, em onze pacientes avalidveis, 3 (27,3%) foram submetidos
a cirurgia conservadora, e 8 (72,7 %) a amputag@o. No periodo apos 1990, dos 80 pacientes
avaliaveis, 59 (73,8%) foram submetidos a cirurgia conservadora ¢ 21 (26,3%) a amputagdo.
Dos 62 pacientes submetidos a cirurgia conservadora, em cingiienta e nove (95,2%)

esta ocorreu no periodo apos 1990. (Tabela 8).
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Tabela 8 - Tipo de cirurgia por periodo em pacientes portadores de osteossarcoma de

extremidades.
Tipo de Cirurgia Periodo
Até 1990 (%) Apés 1990 (%)
Conservadora 3(27,3%) 59 (73,8%)
Amputagio 8 (72,7%) 21 (26,3%)
Total 11 (100%) 80 (100%)

4.5 TIPOS DE QUIMIOTERAPIA

Dos 97 pacientes, 86 foram submetidos & quimioterapia pré-operatdria, oito (8,2%)

eram do grupo 1, dois (2,1%) eram do grupo 2, quarenta e dois (43,3%) do grupo 3, treze

(13,4%) do grupo 4, cinco casos (5,2%) do grupo 5, seis (6,2%) do grupo 6 e dez (10,3%)

eram do grupo 7. Onze casos (11,3%) n@o realizaram quimioterapia pré-operatoria (Figura

17).

Figura 17 - Freqiiéncia dos tipos de quimioterapia pré-operatoria (%)

Dos 86 casos avaliaveis quanto ao nimero de quimioterapia realizadas no pré-

operatoria, este variou de 1 a 7 ciclos, com média de 3.9 (dp= 1,5) e mediana de 4 ciclos.
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Dos 97 pacientes, 76 realizaram quimioterapia pds-operatoria. Seis (6,2%) eram do
grupo 1, um caso (1,0%) do grupo 2, quarenta ¢ um (42,3%) do grupo 3, treze (13,4%) do
grupo 4, dois casos (2,1%) do grupo 5, quatro (4,1%) do grupo 6 e nove (9,3%) eram do

grupo 7. Vinte e um casos (21,6%) nado realizaram quimioterapia pos-operatoria (Figura 18).

Figura 18 - Freqiiéncia dos tipos de quimioterapia pos-operatoria (%).

Dos 76 casos avalidaveis quanto ao numero de quimioterapia realizadas no pods-
operatoria, este variou de 1 a 12 ciclos, com média de 4,6 (dp=2,0) e mediana de 4 ciclos.

Onze pacientes nao foram submetidos a quimioterapia pré-operatoria, 21 ndo
realizaram quimioterapia pds-operatoria e sete pacientes nao realizaram quimioterapia pré ou
pos-operatoria. Em virtude da heterogeneidade dos esquemas de quimioterapia e da auséncia
de diferenca entre resposta a quimioterapia baseada no grau de necrose de HUVOS e de
sobrevida entre estes (dados ndo demonstrados), optamos por estratificar tanto a
quimioterapia pré-operatoria quanto pos-operatdria em dois grupos: 0- ndo submetidos a

quimioterapia e 1-submetidos a quimioterapia.

4.6 SEGUIMENTO

O tempo de seguimento variou de 2,14 a 217,9 meses com mediana de 44,7 meses.
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Dos 97 pacientes, 56 (57,7%) apresentaram metastases, sendo em 14 pacientes
(14,4%) ao diagnostico e em 42 pacientes (43,3%) ao seguimento. O intervalo livre de
metéstase (medindo como o intervalo entre o diagndstico e o aparecimento da metéstase) nos
casos que desenvolveram metastase ao seguimento variou de 3,19 a 62,4 meses, com média
de 20,6 meses (dp = 14,8) e mediana de 15,6 meses. Sendo que 32 destes casos (76,2%) a
metastase ocorreu em até 24 meses.

Dos 56 casos metastaticos (57,7%), a metastase ocorreu exclusivamente no pulméo
em 38 casos (39,2%), em 14 (14,4%) no pulmao e em outros 6rgdos concomitantemente, e
em 4 casos (4,1%) exclusivamente em outros 6rgaos que nao pulméo. O segundo 6rgdo mais
acometido por metastase foi 0 0sso com 8 casos (14,2%).

Ao final do seguimento, 31 (32%) pacientes estavam vivos sem doenca, 44 (45,4%)
morreram em decorréncia do cancer. Um paciente (1%) faleceu por outra causa e 21 (21,6%)
foram perdidos de seguimento (Tabela 9). Sendo que o paciente falecido por outra causa na
realidade faleceu por suicidio com doenca metastatica em atividade e fora de possibilidades
terapéuticas. Dentre os perdidos de seguimento, 15 casos dos 21 (71,4%) ocorreram apos 2
anos. Apos 5 anos 8 casos foram perdidos de vista, sendo que 7 destes estavam livres de

doenca ao momento da ultima informagao.

Tabela 9 - Situacdo clinica dos 97 pacientes portadores de osteossarcoma de extremidades
ao final da atualizacdo dos dados.

Situacéio Clinica N %
Vivos sem doenca 31 32
Morte por cancer 44 45,4
Obito por outra causa 1 1
Perdidos de seguimento 21 21,6

Seguimento (meses): média de 58,5 (dp=46,9) ¢ mediana de 44,7 (2,14 a 217,9).



ANALISE DE RISCO E ASPECTOS ETICOS
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5 ANALISE DE RISCO E ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de estudo retrospectivo, nao ha a participagdo direta de pacientes, nem a
introducdo de qualquer modificagdo terapéutica, ou aplicacdo de qualquer medicacdo ou
método que possa gerar danos, beneficios, ou outras conseqiiéncias a qualquer paciente.

Desta forma, ndo foi necessaria a adoc¢ao de consentimento pds-informado.

Foram utilizados dados de prontuarios e material arquivado em blocos de parafina no
Servigo de Anatomia Patologica do Hospital do Cancer.

O uso do material parafinado ndo acarretou prejuizo aos pacientes, pois a terapéutica
julgada necessaria para os mesmos ja havia sido instituida.

O projeto foi avaliado pela Comissio de Etica e Pesquisa do Hospital do Cancer e foi

aprovado em 27/06/2000. Esta protocolado na referida comissdo sob o niimero 252/00.



RESULTADOS
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6 RESULTADOS

6.1 REACOES IMUNOISTOQUIMICAS

6.1.1 Imunoistoquimica do c-erbB-2

A imunorreatividade de membrana do c-erbB-2 foi negativa em 78 (80,4%) e
positiva em 16 (16,5%) e ndo avaliavel em 3 (3,1%). Nao houve associagdo entre os indices
de imunorreatividade do c-erbB-2 com as varidveis clinico-demograficas e
anatomopatologicas (Tabela 10).

Tabela 10 - Imunorreatividade do c-erbB-2 segundo as variaveis clinico-demograficas e
anatomopatoldgicas em pacientes portadores de osteossarcoma de extremidades.

Variavel Categoria c-erbB-2 (-).* c-erbB-2 (+).* p
n (%) n (%)

Idade Até 18 anos 52(83,9). 10(16,1). 0,749
Mais que 18 anos 26(81,3). 6(18,8).

Raga Branca 60(81,1). 14(18,9). 0,508
Nao Branca 18(90,0). 2(10,0).

Sexo Masculino 42(79,2). 11(20,8). 0,273
Feminino 36(87,8). 5(12,2).

Niveis séricos de DHL* Até 236 17(68,0). 8(32,0). 0,119
Maior que 236 20(87,0). 3(13,0).

Niveis séricos de FA* Até 230 22(73,3). 8(26,7). 0,421
Maior que 230 23(82,1). 5(17,9).

Estadiamento cT* T1 4(80,0). 1(20,0). 1,000
T2 52(78,8). 14(21,2).

Metastase ao diagnostico M negativo 66(81,5). 15(18,5). 0,456
M positivo 12(92,3). 1(7,7).

Metastases™* Negativo 43(81,1). 10(18,9). 0,588
Positivo 35(85,4). 6(14,6).

Grau de necrose (HUVOS)*. Iell 40(83,3). 8(16,7). 1,000

MelV 25(86.2). 4(13,8).

Tipo Histologico Osteoblastico 55(80,9). 13(19,1) 0,543

Nio Osteoblastico 23(88,5). 3(11,5)

*Excluidos os casos sem informacdo ou com c-erbB-2 ndo avalidvel: DHL- 49 casos, FA- 39
casos, c¢T- 26 casos, Grau de necrose de Huvos- 20 casos, respectivamente.
**Metastases em qualquer momento.



6.1.2 Imunoistoquimica da E-Caderina

A marcacdo imunoistoquimica da E-caderina foi negativa em todos os casos.

6.1.3 Imunoistoquimica da Pan-Caderina
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A imunorreatividade de membrana da Pan-caderina foi negativa em 3 casos (3,1%) ¢

positiva em 94 (96,9%) Nao houve associacao entre os indices de imunorreatividade da Pan-

caderina com as variaveis clinicas e demograficas e com as anatomopatologicas (Tabela 11).

Tabela 11 - Imunorreatividade da Pan-caderina segundo as variaveis clinico- demograficas e
anatomopatologicas em pacientes portadores de osteossarcoma de extremidades.

Variavel Categoria Pan-caderina (-).* Pan-caderina (+).* p
n (%) n (%)

Idade Até 18 anos 1(1,6). 63(98,4). 0,266
Mais que 18 anos 2(6,1). 31(93,3).

Raga Branca 3(3,9). 73(96,1). 1,000
Nao Branca 0(0,0). 21(100,0).

Sexo Masculino 1(1,8). 54(98,2). 0,577
Feminino 2(4,8). 40(95,2).

Niveis séricos de DHL* Até 236 0(0,0). 26(100,0). 0,490
Maior que 236 1(4,0). 24(96,0).

Niveis séricos de FA* Até 230 1(3,2). 30(96,8). 1,000
Maior que 230 1(3,3). 29(96,7).

Estadiamento cT* T1 0(0,0). 5(100,0). 1,000
T2 3(4,4). 65(95,6).

Metastase ao diagnostico M negativo 2(2,4). 81(97,6). 0,377
M positivo 1(7,1). 13(92,9).

Metastases™** Negativo 1(2,4). 40(97,6). 1,000
Positivo 2(3,6). 54(96,4).

Grau de necrose (HUVOS)*. Iell 2(4,1). 47(95,9). 0,527
OlelV 0(0,0). 29(100,0).

Tipo Histologico Osteoblastico 3(4,3). 67(95,7) 0,558
Nao Osteoblastico 0(0,0). 27(100,0)

*Excluidos os casos sem informacdo: DHL- 46 casos, FA- 36 casos, cT- 24 casos , Grau de

necrose de Huvos-19 casos respectivamente.

** Metastase em qualquer momento.
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6.1.4 Imunoistoquimica do APC

A imunorreatividade do APC foi negativa em 28 casos (28,9%), positiva em 65
(67%) ¢ em 4 (4,1%) ndo foi avaliavel. Nao houve associacdo entre os indices de
imunorreatividade do APC com as variaveis clinicas e demograficas exceto a idade que
mostrou associagdo estatisticamente significante (p=0,025). Nao houve associagdo entre os

indices de imunorreatividade do APC com as varidveis anatomopatologicas (Tabela 12).

Tabela 12 - Imunorreatividade do APC segundo as variaveis clinicas e demograficas e
anatomopatologicas em pacientes portadores de osteossarcoma de extremidades.

Variavel Categoria APC (-).* APC (+).* p
n (%) n (%)
Idade Até 18 anos 14(22,6). 48(77,4). 0,025
Mais que 18 anos 14(45,2). 17(54,8).
Raga Branca 22(29,7). 52(70,3). 0,875
Nao Branca 6(31,6). 13(68.,4).
Sexo Masculino 17(32,7). 35(67,3). 0,650
Feminino 11(26,8). 30(73,2).
Niveis séricos de DHL* Até 236 7(28,0). 18(72,0). 0,882
Maior que 236 6(26,1). 17(73,9).
Niveis séricos de FA* Até 230 9(30,0). 21(70,0). 0,733
Maior que 230 7(25.9). 20(74,1).
Estadiamento cT* T1 2(40,0). 3(60,0). 0,646
T2 20(30,8). 45(69,2).
Metastase ao diagnostico M negativo 27(33,8). 53(66,3). 0,099
M positivo 1(7,7). 12(92,3).
Metastases** Negativo 12(29,3). 29(70,7). 0,876
Positivo 16(30,8). 36(69,2).
Grau de necrose (HUVOS)*. ITell 15(31,3). 33(68,8). 0,806
NlelV 8(28,6). 20(71,4).
Tipo Histologico Osteoblastico 20(29,9) 47(70,1) 0,931
Nao Osteoblastico 8(30,8) 18(69,2)

*Excluidos os casos sem informag¢do ou com APC ndo avalidvel: DHL- 49 casos, FA- 40 casos,
cT- 27 casos, Grau de necrose de Huvos- 21 casos respectivamente
** Metastase em qualquer momento.
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6.1.5 Imunoistoquimica da B-Catenina

A imunorreatividade da B-catenina foi negativa em 87 casos (89,7%) e positiva em 3
(3,1%) e em 7(7,2%) nao foi avalidvel. Nao houve associagdo entre os indices de
imunorreatividade da p-catenina com as variaveis clinicas e demograficas e

anatomopatologicas (Tabela 13).

Tabela 13 - Imunorreatividade da B-catenina segundo as variaveis clinicas e demograficas e

anatomopatologicas em pacientes portadores de osteossarcoma de extremidades.

Variavel Categoria B-catenina (-).*  p-catenina (+).* p
n (%) n (%)

Idade Até 18 anos 59(96,7). 2(3,3). 1,000

Mais que 18 28(96,6). 1(3,4).
anos

Raca Branca 68(95,8). 3(4,2). 1,000
Nao Branca 19(100,0). 0(0,0).

Sexo Masculino 50(96,2). 2(3,8). 1,000
Feminino 37(97,4). 1(2,6).

Niveis séricos de DHL* Até 236 22(91,7). 2(8,3). 0,489
Maior que 236 23(100,0). 0(0,0).

Niveis séricos de FA* Até 230 27(96,4). 1(3,6). 0,611
Maior que 230 25(92,6). 2(7,4).

Estadiamento ¢T* Tl 5(100,0). 0(0,0). 1,000
T2 61(96,8). 2(3,2).

Metastase ao diagndstico M negativo 75(97,4). 2(2,6). 0,377
M positivo 12(92,3). 1(7,7).

Metastases™** Negativo 36(94,7). 2(5,3). 0,571
Positivo 51(98,1). 1(1,9).

Grau de necrose* (HUVOS) ITell 43(93,5). 3(6,5). 0,285
MlelV 28(100,0). 0(0,0).

Tipo Histologico Osteoblastico 63(95,5) 3(4,5) 0,562
Nao 24(100,0) 0(0,0)

Osteoblastico

*Excluidos os casos sem informagdo ou com [-catenina ndo avaliavel: DHL- 50 casos, FA- 42
casos, c¢T- 29 casos, Grau de necrose de Huvos- 23 casos, respectivamente
** Metastase em qualquer momento.
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6.2 ANALISE DE SOBREVIDA

6.2.1 Sobrevida Livre de Doenca (SLD)
6.2.1.1 Anaélise univariada

Para a analise da sobrevida livre de doenga foram excluidos os casos que
apresentavam metastase ao diagnostico.

Em 83 casos livre de metastase ao diagndstico, o seguimento livre de doenga variou
de 2,3 a 178,6 meses, com média de 48,4 (dp=41,8) e mediana de 32,4 meses. A sobrevida

livre de doenga (SLD) em 5 anos da populagio estudada foi de 49,0% (Figura 19).

Sobrevida Livre de Doenga

0,8

0,6

nulada de sobrevida (%)

0,4+

0,2+

00 T T T T
0,00 12,00 24,00 36,00 48,00 60,00
SLD

Figura 19 - Curva de sobrevida livre de doenca para os 83 pacientes portadores de

osteossarcoma de extremidades sem metastases ao diagndstico.

Das variaveis clinico-demograficas e anatomopatoldgicas avaliadas, apenas a raga

(p=0,028) influenciou significativamente na sobrevida livre de doenga (SLD) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga (SLD) em 5 anos de
acordo com variaveis clinico-demograficas e anatomopatoldgicas em 83 pacientes portadores
de osteossarcoma de extremidades sem metastases ao diagnostico.

Variavel Categoria N* Sobrevida livre de p(log rank).
doenca
em 5 anos (%)

Idade Até 18 anos 53 45,9 0,772

> 18 anos 30 55,2
Raca Branca 65 56,1 0,028%**

Nao Branca 18 23,7

Sexo Masculino 46 44 4 0,567
Feminino 37 54,7

Nivel sérico de DHL* Até 236 23 45,0 0,802
>236 20 52,6

Nivel sérico de FA* Até 230 28 51,7 0,402
>230 24 41,7

Estadiamento cT* T1 5 75,0 0,338
T2 58 49,9

Grau de necrose de* HUVOS Iell 43 50,9 0,572
eIV 26 61,2

Tipo Histologico Osteoblastico 23 58,3 0,325
Nio Osteoblastico 60 45,3

*Excluidos os casos sem informagdo.
** Variaveis selecionadas para a regressdo de COX

Dentre as variaveis relacionadas ao tratamento o periodo de realizagdo da cirurgia
apresentou associacdo estatisticamente significante (p<0,001) e o tipo de cirurgia ficou
proximo da significancia (p=0,070). Dos marcadores imunoistoquimicos apenas a
imunorreatividade da Pan-Caderina apresentou significancia estatistica (p<0,001) para a
sobrevida livre de doenga, apesar da pequena casuistica e do seguimento curto (maximo de
4,6 meses). As demais variaveis ndo apresentaram significancia estatistica para a sobrevida

livre de doenca (SLD) (Tabela 15).
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Tabela 15 — Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga (SLD) em 5 anos
segundo varidveis relacionadas ao tratamento e imunoistoquimicas em 83 pacientes
portadores de osteossarcoma de extremidades livres de metastase ao dignostico.

Variavel Categoria N* Sobrevida livre de doenca  p(logrank).
em 5 anos (%)
Qt pré-operatoria Nio 8 37,5 0,360
Sim 75 56,4
Qt pos-operatdria Nao 16 56,9 0,877
Sim 67 47,7
Tipo de cirurgia* Conservadora 57 55,4 0,070**
Amputacao 23 32,2
Periodo* 1985-1990 10 11,1 <0,001**
1991-2000 70 53,9
c-erbB-2* Negativo 66 53,3 0,091
Positivo 15 38,9
Pan-Caderina Negativo 2 # <0,001**
Positivo 81 49,6
APC* Negativo 27 40,4 0,150%*
Positivo 53 56,4
[ —catenina* Negativo 75 48,3 0,244
Positivo 2 100,0

*Excluidos os casos sem informagdo, ndo operados e nao avaliaveis do c-erbB-2/ APC/ -
catenina.
** Variaveis selecionadas para a regressdo de COX.

# Seguimento maximo de 4,6 meses

1. Analise multivariada
As varidveis que atingiram significancia estatistica na andalise univariada para
sobrevida livre de doenga, foram selecionadas para a analise multivariada, bem como

aquelas que atingiram valores de p de até 0,20 (Tabela 16).
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Tabela 16 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise multivariada para sobrevida
livre de doenga. Considerado como habilitadas para analise aquelas com p até 0,20.

Variavel P
Pan-Caderina <0,001
Periodo <0,001
Racga 0,028
Tipo cirurgia 0,07
APC 0,150

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, a Pan-Caderina foi fator
independente para a sobrevida livre de doenga, HR = 32,6; IC 95% [1,9 — 554,8] bem como
Periodo da cirurgia HR=3,3; IC 95%] 1,4-7,7 | e raga HR=2,1;IC 95% [1,1-4,1] (Tabela 17).

Tabela 17 — Sobrevida livre de doenca em 83 pacientes portadores de osteossarcoma de
extremidades. Modelo multivariado por variaveis selecionadas.

Variavel Categoria HR IC 95% P
Pan-caderina Negativo 32,6 1,9 -554,8 0,016
Positivo 1 Ref.
Periodo Até 1990 3,3 1,4-17,7 0,004
Apds 1990 1 Ref.
Racga Nao Branca 2,1 1,1-4,1 0,037
Branca 1 Ref.

6.3. SOBREVIDA GLOBAL (SG).

6.3.1 Analise univariada

A taxa de sobrevida global (SG) em 5 anos da populacdo estudada (97casos) foi de

55,25%, como mostrado na Figura 20.
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Sobrevida Global

0,8

0,6

nulada qe sobrevida (%)

0,4

0,2

0,0

T
0,00 12,00 24,00 36,00 48,00 60,00
SG

Figura 20 - Curva de sobrevida global para os 97 pacientes portadores de osteossarcoma de

extremidades.

A sobrevida global (SG) em 5 anos nos 56 casos metastaticos foi de 28,46% quando
avaliados apds o diagnodstico da metastase. Sendo respectivamente de 26,8% para os 14
casos metastaticos ao diagnostico e de 29,2% para os 42 casos que desenvolveram
metastase ao seguimento. O tempo de seguimento dos 14 casos metastaticos ao diagnostico
variou de 2,6 a 217,9 meses, com mediana de 22 meses. E o tempo de seguimento nos 42
casos metastaticos ao seguimento variou de 2,1 a 155 meses, com mediana de 26,3 meses.

No grupo que desenvolveu metastase ao seguimento o tempo para desenvolvimento
desta variou de 3,19 a 62,43 meses, com mediana de 15,6 meses, sendo que em 34 casos

(80,9%) a metastase ocorreu nos primeiros dois anos e em dois casos apenas no quinto ano.
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Dentre as varidveis clinicas e demograficas e anatomopatoldgicas nenhuma

apresentou associagdo estatisticamente significante com a sobrevida global (Tabela 18).

Tabela 18 - Probabilidade acumulada de sobrevida global (SG) em 5 anos de acordo com
variaveis clinico-demograficas e anatomopatoldgicas em 97 pacientes portadores de
osteossarcoma de extremidades.

Variavel Categoria N* Sobrevida global em  p(log rank).
5 anos (%)

Idade Até 18 anos 64 55,6 0,728
> 18 anos 33 56,3

Racga Branca 76 56,9 0,467
Nao Branca 21 48,7

Sexo Masculino 55 56,9 0,810
Feminino 42 53,1

Nivel sérico de DHL* Até 236 26 56,5 0,667
> 236 25 59,7

Nivel sérico de FA* Até 230 31 63,7 0,388
>230 30 53,1

Estadiamento cT* T1 5 75,0 0,399
T2 68 57,9

Grau de necrose de HUVOS* Tell 49 56,8 0,471
IMlelV 29 64,0

Tipo Histoldgico Osteoblastico 27 65,8 0,241
Nio Osteoblastico 70 51,6

*Excluidos os casos sem informacao.

Dos marcadores imunoistoquimicos a imunorreatividade do c-erbB-2 e da B-catenina
ndo apresentaram significAncia estatistica para a sobrevida global (SG). Ja a
imunorreatividade do APC ficou proximo da significancia estatistica (p=0,051) e a
imunorreatividade da Pan-Caderina apresentou significancia estatistica (p<0,001) para a

sobrevida global. (Tabela 19).
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Tabela 19 - Probabilidade acumulada de sobrevida global (SG) em 5 anos de acordo com a
imunorreatividade de c-erbB-2, Pan-Caderina ¢ APC e [-catenina em 97 pacientes
portadores de osteossarcoma de extremidades.

Variavel Categoria N* Sobrevida global p(log rank).
em 5 anos (%)

c-erbB-2 Negativo 78 53,7 0,445

Positivo 16 63,5

Pan-Caderina Negativo 3 0,0 <0,001%**
Positivo 94 57,0

APC Negativo 28 36,9 0,051%**
Positivo 65 63,2

B-catenina Negativo 87 54,1 0,177**
Positivo 3 100,0

*Excluidos os casos sem informagao.
** Variaveis selecionadas para regressao de COX.

A realizagdo de quimioterapia pos-operatéria apresentou significancia estatistica
(p=0,023). As demais variaveis nao influenciaram significativamente a sobrevida global

(SG) (Tabela 20).

Tabela 20 — Probabilidade acumulada de sobrevida global (SG) em 5 anos de acordo com
variaveis relacionadas ao tratamento em 97 pacientes portadores de osteossarcoma de
extremidades.

Variavel Categoria N* Sobrevida globalem 5 p(logrank).
anos (%)
Qt pré-operatoria Nao 10 46,7 0,239
Sim 87 56,3
Qt pds-operatoria Nao 20 39,3 0,023%**
Sim 77 59,2
Tipo de cirurgia* Conservadora 62 60,8 0,194**
Amputacgao 29 50,1
Periodo* 1985-1990 11 45,4 0,711
1991-2000 80 57,2

*Excluidos os casos sem informacdo.
** Variaveis selecionadas para a regressdo de COX.
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6.3.2  Analise multivariada
As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise univariada para
sobrevida global, foram selecionadas para a analise multivariada, bem como aquelas que

atingiram valores de p de até 0,20 (Tabela 21).

Tabela 21 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise multivariada para sobrevida
global. Considerado como habilitadas para analise aquelas com p até 0,20.

Variavel P
Pan-Caderina <0,001
Quimioterapia pds-operatéria 0,023
APC 0,051
Tipo de cirurgia 0,194
B —catenina 0,177

Durante a analise do modelo multivariado para a sobrevida global foi observado que ambas
as variaveis (APC e quimioterapia pos-operatdria) quando incorporadas conjuntamente ao
modelo foram eliminadas, sugerindo uma interacdo entre as mesmas. Desta forma, foi entdo

realizada a analise da interacao entre APC e quimioterapia pds-operatoria.

6.4 Interacdo da Imunorreatividade do APC com Quimioterapia pds-operatoria

Ao se realizar a interag@o das varidveis: imunorreatividade do APC e quimioterapia
operatoria podemos observar diferentes sobrevidas, dependendo basicamente da
imunorreatividade do APC.

Foram estratificados em quatro grupos conforme tabela 22
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Tabela 22 — Defini¢do de grupos da interacdo imunorreatividade do APC com Quimioterapia pos-
operatoria e sobrevida global em 97 pacientes portadores de osteossarcoma de extremidades.

Grupo Imunorreatividade do Qt pos-operatoéria N°de Casos Sobrevida Global
APC (5 anos)

Grupo 0 Negativo Negativo 7 42,8

Grupol Positivo Negativo 21 38,1

Grupo 2 Negativo Positivo 13 34,0

Grupo3 Positivo Positivo 52 69,9

Sobrevida Global x Interagdo APC - Qtpés-operatdria

0,84

0,6

obrevidg acumulada (%)

0,4+

0,2+

APCQTPOS1

,00

1,00
2,00
3,00

P=0,002

0.0 T T
0,00 24,00 48,00
12,00 36,00

60,00
SG

T
72,00

T
96,00

84,00 108,00

120,00

Figura 21 - Curva de sobrevida global para os grupos da interagdo imunorreatividade do
APC com Quimioterapia pés-operatoria nos 97 pacientes portadores de osteossarcoma de
extremidades.

Quando se realizou o modelo multivariado com as varidveis selecionadas, a

imunorreatividade da Pan-Caderina (HR = 0,028; IC 95% [0,005 — 0,148]), bem como a

interacdo imunorreatividade do APC com quimioterapia pds-operatoria (HR = 0,438; IC

95% [0,230 — 0,833], ambos foram fatores preditivos para a sobrevida global (Tabela 23).
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Tabela 23 — Sobrevida global em 97 pacientes portadores de osteossarcoma de
extremidades. Modelo multivariado por variaveis selecionadas.

Variavel Categoria HR IC 95% P
Pan-Caderina Negativa 1 Ref.

Positiva 0,028 0,005-0,148 <0,001
Interagdo APC / Qt pos operatdria Negativo 1 Ref.

Positivo 0,438 0,230-0,833 0,012
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7 DISCUSSAO

7.1 ASPECTOS GERAIS

Como os fatores anatomopatologicos tradicionais e clinicos sdo em geral
insuficientes para predizer evolugdo e resposta terapéutica tumoral, atualmente varios
estudos vem sendo realizados utilizando técnicas imunoistoquimicas e moleculares, em
busca de novos marcadores prognésticos e objetivando melhores resultados terap€uticos
para esta patologia. A literatura ainda ¢é escassa, sobre o papel das moléculas de adesdo
celular e da via de sinalizacdao celular WNT (APC) em osteossarcoma. Os objetivos deste
estudo foram analisar o padrao da expressdo de marcadores imunoistoquimicos neste tumor,
correlacionar com dados clinicos e de tratamento, identificar fatores prognosticos e
correlacionar com sobrevida.

Sabemos que tumores primdarios do sistema esqueléticos sdo raros e correspondem a
0,2% de todos os canceres (JEMAL et al. 2004) .O osteossarcoma corresponde a 5% das
doengas malignas entre criancas ¢ adolescentes (RECH et al. 2004), pode acometer todos os
grupos etarios, mas geralmente tem distribuicdo bimodal, 75% ocorre em pacientes mais
jovens que 20 anos e um pequeno numero em idosos. (ROSEMBERG 2005).

Nesta série a mediana de idade foi de 16 anos, sendo que 66% apresentavam idade
inferior a 18 anos. Dados semelhantes foram relatados por CZERNIAK (1998) em que 05%
dos casos de osteossarcoma ocorrem em pacientes na primeira década e a maioria (60%)
entre 10 e 20 anos de idade.

O sexo masculino (56,7%) foi o mais acometido numa propor¢do de 1,3:1. O
predominio da incidéncia do sexo masculino ¢ atribuido na maioria dos estudos ao maior

periodo de crescimento esquelético (CZERNIAK, 1998) e geralmente esta propor¢do varia
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de 1,3:1 a 1,6:1 em relacdo as mulheres (TANAKA et al. 1997; CZERNIAK 1998;
ROSEMBERG 2005).

Em relagdo a raga a experiéncia relatada pelo Memorial Sloan Kettering, ¢ de menor
sobrevida livre de doenga e global e pior evolugdo para a raca negra em relagdo a branca
devido a pior resposta histolégica a quimioterapia. Em nossa analise a raca branca foi
predominante com 76 casos (78,4%) e 21 casos (21,6%) de ndo brancos. Ndo houve
correlag@o entre a raca e as demais variaveis como tamanho tumoral, tipo histologico e grau
de necrose (dados ndo demonstrados). Apesar disto a raca foi considerada uma variavel
significante para sobrevida livre de doenca na analise uni e multivariada.

A distribuig@o por localizagdo do tumor primario em osteossarcomas convencionais
geralmente corresponde a 35% em fémur distal, 17% em tibia proximal, 10% em umero
proximal e a regido metafisaria ¢ a mais acometida em 90% dos casos (MIRRA et al. 1989;
MEYERS 2004). Nesta série, fémur também foi o sitio anatdmico mais acometido com 49
pacientes (50,5%), seguido por tibia com 27 casos (27,8%), imero com 16 casos (16,5%), e
radio com 03 casos (3,1%). Tivemos maior acometimento de tumores na regido do joelho e
umero como esperado na literatura, outro fator ¢ que trata-se de uma amostra selecionada
que exclui localizagdes outras, como cranio ¢ esqueleto axial.

Alguns marcadores séricos sdo considerados progndsticos em osteossarcoma. A
medida sérica de fosfatase alcalina e desidrogenase latica (DHL) é geralmente associada a
doenga avangada ou metastatica (BACCI et al. 2002; RECH et al. 2004) ¢ a aumento do
risco de recidiva e morte (MEYERS et al. 1992). Em nosso estudo encontramos niveis de
fosfatase alcalina variando de 28 a 4696 U/l com mediana de 230 U/l, e de DHL variando de
96 a 854 U/l com mediana de 236 U/l. Como os niveis séricos de DHL e FA foram avaliados
ao diagnostico, niveis acima da mediana foram encontrados respectivamente em 62,5% e
66,7% dos pacientes com doenga metastatica ao diagnodstico evidenciando correlacdo dos

altos niveis séricos com doenga avangada. Apesar disto os niveis acima da mediana tanto de
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fosfatase alcalina quanto DHL nao apresentaram correlacdo com a sobrevida livre de doenga
e global.

O tamanho tumoral também ¢ considerado na maioria dos estudos um fator
prognoéstico importante. Os tumores volumosos representam um fator negativo de
responsividade a quimioterapia e recidiva, isto ¢ atribuido ao aparecimento de clones
resistentes (SMELAND et al. 2003). PETRILLI et al. (1991a) encontraram em suas
amostraa menor sobrevida em pacientes com tumores maiores que 15 cm de diametro, com
aumento do risco de morte em 3 a 4 vezes. Nesta amostra o dado do estadio clinico cT,
conforme TNM (SOBIN e WITTEKIND 1998) foi avalidvel ao diagnostico em 73
pacientes, sendo em 68 pacientes (70%) T2 (tumores com invasdo da cortical) ou seja
tumores localmente avangados. Nao observamos correlagdo entre o grau de necrose tumoral
e o estadio clinico tumoral. Quando avaliamos o tipo de cirurgia em relacéo ao estddio TNM
princialmente M (metastase ao diagnostico) (SOBIN e WITTEKIND 1998) nao observamos
diferenca estatistica. Nao houve amputagdo em pacientes portadores de T1 e houve uma
tendéncia a maior preservagdo em pacientes com doenga nao metastatica ao diagndstico
(dados nao demonstrados).

A cirurgia conservadora foi realizada em 62 casos (63,9%), sendo 03 (27,3%) antes
de 1990 e 59 (73,8%) apo6s 1990. No periodo antes de 1990 dos 11 casos analisados, 8
(72,7%) foram submetidos a amputagdo. Estes dados sdo interessantes e compativeis com os
dados historicos desta instituicdo em analise apesar da pequena casuistica antes de 1990.
Historicamente o tratamento do osteossarcoma divide-se em antes e ap6s 1970. Antes de
1970 o tratamento do osteossarcoma consistia basicamente da cirurgia e geralmente
amputagdo, e 80 a 90% dos pacientes evoluiam com metastase pulmonar em curto periodo.
Apds 1970 com o advento da quimioterapia adjuvante as taxas de cura desta neoplasia
aumentaram de 10 a 15% para 60 a 70%, além do aumento das cirurgias conservadoras

(BACCI et al. 2002). Nesta série o periodo da cirurgia (p<0,001) foi importante na analise
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univariada e multivariada para a sobrevida livre de doenga e o tipo de cirurgia ficou préximo
a significancia estatistica na andlise univariada (p=0,07) para a sobrevida livre de doenga,
mas ndo se mostrou uma variavel independente na analise multivariada, estes dados devem
estar relacionados a limitagao de diagndstico.

Nesta séric houve maior nimero de amputagdes no periodo antes de 1990
possivelmente por problemas de ordem sécio-econdmica, maior dificuldade de acesso aos
servigcos de satide e consequentemente diagnostico de tumores localmente avangados ¢ com
condigdes locais precarias que inviabilizavam a cirurgia conservadora. Outro fator que pode
ter contribuido para a diminuicdo de amputagdes apos 1990, seria a mudanga de abordagem
terapéutica em relacdo ao tumor primario , disponibilidade ap6s esta época em nosso meio de
endoproteses, associada a novas tecnologias que permitiam a cirurgia conservadora.

O prognostico do osteossarcoma de alto grau de extremidade ¢ determinado pelo
controle local do tumor primario e pelo desenvolvimento de metéstases a distancia. Antes de
1970 a taxa de cura era de menos de 15% apenas com a cirurgia. Atualmente com a
combinacdo de quimioterapia e cirurgia houve um melhora importante no progndstico com
taxa de cura maior que 50%, porém pacientes com metastase ao diagnostico o progndstico
permanece pobre com ndo mais que 15 a 20% de cura (BACCI et al. 2002). Nesta série
apresentamos 14 casos com doenca metastitica ao diagnostico (14,4%). Este grupo
apresentou uma sobrevida global de 26,8% em 5 anos.

Metastase ao diagnoéstico ¢é considerado um fator prognoéstico adverso,
principalmente quando comparado com pacientes que desenvolveram metastase apos seis
meses. (ROSSI et al. 1995). Nesta analise o tempo mediano para diagnostico de metastase ao
seguimento foi de 15,6 meses, sendo que em 80,4% esta ocorreu nos primeiros 02 anos. A
sobrevida do grupo que desenvolveu metastase ao seguimento foi semelhante ao grupo com
doenga metastatica ao diagnostico (23,9% x 29,8% em 5 anos) quando esta foi avaliada apos

o diagnodstico da metastase.
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Dentre os fatores anatomopatoldgicos mais importantes na avaliagdo prognostica do
osteossarcoma de extremidade esta a resposta histologica ou o grau de necrose induzido pela
quimioterapia que € considerado como fator preditivo de sobrevida livre de doenca (BACCI
et al. 1998 b). Este grau de necrose na maioria das séries esta relacionado a menor
probabilidade de ter metastases, recorréncia local ou ambos (BACCI et al. 2001a). Nesta
amostra o grau de necrose foi avaliado baseado na classificacdo de Huvos e os pacientes
foram divididos em dois grupos grau [ e Il e grau IIl e IV baseado na Experiéncia do
Memorial Sloan Kettering em respectivamente maus e bons respondedores a quimioterapia.
Obtivemos 78 casos avaliaveis, 49 casos (50,5%) de grau I e II e 29 casos (29,9%) de grau
IIT e I'V. Quanto a sobrevida global e livre de doenga, o grau de necrose tumoral ndo foi uma
variavel significativa. Um fator que pode ter contribuido para tal resultado ¢ que foi
considerado o grau de necrose relatado no laudo anatomopatologico da época, este foi
analisado por iniimeros patologistas diferentes sem uniformidade do método, e que por
dificuldades técnicas ndo pode ser revisto nesta analise.

O tipo histologico condroblastico geralmente esta associado a menor grau de
necrose, seguido por osteoblastico, fibroblastico e telangiectasico que seria o melhor
respondedor conforme BACCI et al. (1998a ou b), OKADA ¢ al (1999) ¢ BACCI et al.
(2001a). Estes tem atribuido esta diferenca de resposta a diferentes potenciais bioldgicos
(AYALA et al. 1984), quimiosensibilidades e algumas vezes diferente vascularizacdo
(BACCI et al. 2001a). Em nossa série o tipo histologico mais freqiiente foi o osteoblastico
com 70 casos (72,2%), 20(20,6%) condroblastico e 7 (7,2%) fibroblasticos porém quando
correlacionamos com grau de necrose de Huvos ndo encontramos qualquer diferenca entre os
subtipos histologicos (dado ndo demonstrado), também o tipo histoldégico ndo foi uma
variavel importante para a sobrevida livre de doenga ou global.

A maioria da nossa casuistica foi submetida a quimioterapia, seja no periodo pré-

operatorio ou pos operatdrio. Apenas 7 pacientes ndo fizeram quimioterapia. Como trata-se
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de uma amostra retrospectiva nao houve uniformidade entre os esquemas de quimioterapia,
0 que torna uma variavel dificultadora de analise. Apesar disto, quando avaliamos cada
esquema de quimioterapia pré-operatdria, correlacionamos com grau de necrose, tipo de
cirurgia ou sobrevida e ndo evidenciamos qualquer diferenca significativa entre estes. Ja a
quimioterapia pods-operatoria independente do esquema realizado demonstrou beneficio
significativo na sobrevida global, tanto na analise univariada (p= 0,023) quanto multivariada.
Esse dado ¢ importante e compativel com a historia do osteossarcoma com aumento da
sobrevida apds o advento da quimioterapia adjuvante. O Pediatric Oncology Group
(GOORIN et al, 2003) comparou o momento da quimioterapia pré e pds-operatoria e
observou o beneficio da quimioterapia em ambos os grupos, sem diferenca de vantagem
para a sobrevida livre de doenca para a quimioterapia pré-operatoria. Hoje alguns autores
preconizam o uso da quimioterapia pré-operatoria (neoadjuvante) pelas informagdes de
fatores prognésticos nos espécimes cirurgicos, identificagdo de grupos de riscos e por
acreditar no aumento do nimero de canditatos a cirurgia conservadora mesmo sem aumento
da sobrevida global e livre de doenca.(WINKLER et al 1984, WEINER et al. 1986;
MEYERS et al 1992;BACCI eta al 1993) Porém a prevencao de doenca precoce independe

do momento em que a quimioterapia € administrada.(GOORIN et al 2003)

7.2 DADOS IMUNOISTOQUIMICOS

Apesar dos grandes avangos no tratamento do osteossarcoma nos ultimos trinta anos,
a busca por resultados ainda melhores se mantém. Estratificar os pacientes em grupos de
risco para recidiva e 6bito por tumor, para que o grupo de alto risco possa ser tratado de
forma mais agressiva e o grupo de baixo risco eventualmente possa ser poupado de maiores
toxicidades ¢ um dos objetivos a ser alcancado. Assim utilizamos alguns marcadores

moleculares que participam do ciclo celular para auxiliar nesta estratificacéo.
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Imunoistoquimica do c-erbB-2

O gene c-erbB-2 codifica uma proteina transmembrana ou receptor HER2 que atua
na transducao de sinal do fator de crescimento celular, atuando no controle do crescimento
na divisdo e diferenciagdo celular. Em carcinomas de mama quando encontra-se amplificado
ou hiperexpresso esta relacionado a agressividade tumoral, disseminagdo tumoral precoce e
maior resisténcia ao tratamento. A imunoistoquimica ¢ capaz de diferenciar entre o nivel de
proteina associada a amplificacdo do c-erbB-2 e os niveis de proteina normal (HOANG et
al. 2000, JACOBS et al. 2000). Em osteossarcoma este gene encontra-se expresso em 42%
dos casos e também esta associado a presenca de metastases pulmonares, menor sobrevida e
refratariedade ao tratamento.(ONDA et al. 1996; GORLICK et al. 1999). Nesta série
observamos que a imunoreatividade de membrana do c-erbB-2 foi positiva em apenas 16
casos (16,5%) negativa em 78 (80,4%), e ndo avaliavel em 3(3,1%). Nao houve associacdo
da imunoreatividade do c-erbB-2 e fatores clinico-demograficos ou anatomopatoldgicos.

A positividade do c-erbB-2 nesta série foi baixa em relacdo a literatura, certamente
um dos motivos foi por ser um estudo retrospectivo, tratar-se de uma amostra antiga ¢ que
nao utilizou material a fresco. Assim problemas técnicos relacionados a fixacdo do tecido
(tempo e natureza da fixacdo) e processamento da amostra (temperatura em que foi
embebida a parafina) prejudicam a avaliagao pelo método imunoistoquimico.(JACOBS et al.
1999 e 2000).

Outro fator que pode estar relacionado a baixa positividade do c-erbB-2 nesta série,
foi fato de que alguns autores consideram positivos casos com positividade de membrana
fraca (+1), o que ndo foi considerado nesta série. Consideramos positivos apenas os casos
com marcagdo de membrana de no mimimo, fraca a moderada em > 10% das células
tumorais (+2 ou +3).

Assim a analise deste em material a fresco ou por outro método que ndo

imunoistoquimico, pode ser mais fidedigno.
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Imunoistoquimica das Caderinas

As caderinas sdo glicoproteinas de membrana que atuam como moléculas de adesdo
celular, responsaveis pela manutencao da integridade dos tecidos (ALBERTS et al. 1997) e
também pela progressdo do carcinoma promovendo alteragdo na morfologia, invasdo e
metastase.(KASHIMA et al. 1999). Elas se apresentam com graus variados de expressdo
tecidual, sendo a E-caderina encontrada em todo epitélio normal e a P-caderina no
trofoblasto e restrita a expressdo epitelial. Como a E-caderina atua como supressora de
invasdo, varios trabalhos associam a perda da expressdo da caderina com maior risco de
invasdo e metastase nos diversos tumores, como bexiga, pulmdo, laringe e estdmago
(UMBAS et al. 1992; SMITH e PIGNATELLI 1997, MONAGHAN et al. 2001; LEE et al.
2002, RODRIGO et al. 2002). Menos conhecida é a func¢do da caderina em tumores
mesenquimais. A E-caderina esta associada ao fendtipo epitelidide em alguns sarcomas de
partes moles, contudo tem sido reportado que em osteossarcoma nao ¢ expressa
(MONAGHAN et al. 2001). Conforme KASHIMA et al. (2002) as diversas formas de
Caderinas podem ser detectadas em osteoblastos através de RT-PCR, entretanto a nivel
proteico apenas a caderina-11 e a N-caderina podem ser encontradas, o que explica este
achado de negatividade da E-caderina em 100% da nossa amostra, esses dados confirmam
dados da literatura.

A Pan-caderina nesta série demonstrou-se positiva em 94 casos (96,9%) da amostra
e negativa em 03 casos (3,1%), a imunoreatividade ndo apresentou qualquer relacdo com
fatores clinicos demograficos ou anatomopatologicos, porém a negatividade da Pan-caderina
foi relacionada na andlise univariada e multivariada com a sobrevida livre de doenga e

global.
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Imunoistoquimica do APC / Beta-Catenina

Da mesma forma que a caderina, membros da familia da catenina, especialmente a
Beta-catenina estdo envolvidas na sinalizagdo intracelular como membro da via WNT. O
produto do gene APC regula o complexo caderina-catenina e a Beta-catenina. Estas podem
atuar com outras proteinas em uma via de sinalizacdo comum envolvendo Tcf/LEF-1 e
estimulando a proliferacdo celular.

Em um unico relato na literatura que associa APC e osteossarcoma, em nove
pacientes este foi positivo em 100% da amostra e apesar da pequena casuistica o autor
conclue que a expressao de APC nas células tumorais de osteossarcoma lembram o padrio
de osteoblastos do osso normal e que anormalidades neste podem ser importantes na
formacdo de tumores 6sseos ¢ na evolug¢ao clinica (MONAGHAN et al. 2001). Em nossa
casuistica o APC foi positivo em 65 pacientes (67%) e negativa em 28 casos (28,9%) Nio
houve associagdo entre a imunoreatividade do APC e variaveis clinico-demograficas exceto
idade (p=0,025), onde o APC foi mais positivo em pacientes com até 18 anos. Devido a
escassez de dados referentes ao papel da APC na génese ¢ na evolugdo do osteossarcoma ndo
ha como comparar este dado com o de outros autores, talvez este possa ser um dado
somatorio para explicar melhor prognostico em pacientes neste grupo etario e pior evolugio
na faixa etaria mais avancada fartamente relatada na literatura. Dentre as variaveis como
tamanho tumoral, grau de necrose e tipo histologico a imunoreatividade do APC nao
evidenciou qualquer diferencga estatisticamente significativa.

Para a sobrevida global o grupo do APC negativo apresentou menor sobrevida
(36,9% x 63,2% em 05 anos) (p= 0,051). Porém ao se incluirem as variaveis relacionadas ao
tratamento na analise multivariada o APC e a variavel quimioterapia pds-operatoria foram
excluidas mutuamente, o que sugeriu uma interagdo entre ambas. Quando avaliamos a
interagdo entre estas e selecionamos os pacientes em quatro grupos, encontramos uma

diferenca de sobrevida. No grupo 0 — APC negativo e sem quimioterpia pds-operatoria (07
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casos- SG em 05 anos foi de 42,8%); no grupo 1-APC positivo, sem quimioterapia pos-
operatoria (21 casos- SG em 05 anos foi de 38,1%); no grupo 2- APC negativo e que
realizou quimioterapia pds-operatoria (13 casos — SG em 05 anos foi de 34%) ; e o grupo 3-
APC positivo e que realizou a quimioterapia pos-operatoria (52 casos- SG em 05 anos foi de
69,9%). Estes dados sugerem que os pacientes que apresentam imunorreatividade do APC
apresentam maior beneficio com a quimioterapia pos-operatoria, refletindo uma maior
sobrevida 69,9% (p=0,002) em relagdo aos demais grupos. E os pacientes com perda da
expressao de APC, independente da quimioterapia pds-operatdria apresentam uma sobrevida
desfavoravel.

A beta-catenina nesta série apresentou-se positiva em 03 pacientes (3,1%), negativa
em 87 (89,7%) e ndo demonstrou associagdo com variaveis clinico-demografias ou
anatomopatologicas, sobrevida livre de doenca e global. E relatado que a B-catenina, APC e
caderina sdo fortemente expressos em osteoclastos e osteoblastos e que esta expressiao ¢
perdida quando as células dsseas se diferenciam em osteodcitos, € que a expressdo destes em
osteossarcoma ¢ semelhante a osteoblastos do osso normal. Contudo caderinas ¢ Beta-
catenina positivas em ostedcitos foram identificadas em nidus do osteoma ostedide e nas
células de osteossarcomas. Nao se sabe se este fato representa uma fase de transi¢do na
diferenciacdo de osteoblastos em osteocitos ou um fenomeno de transformagdo celular.
Parece que a negatividade da B-catenina ¢ um evento inicial na génese dos sarcomas
(MONAGHAN et al. 2001).

Os achados desta analise sugerem o papel do APC na regulacdo da funcdo dos
osteoblastos e osteclastos e reforcam a importancia da interagdo da via catenina-caderina na
regulagdo da atividade da célula 6ssea. Anormalidades de func¢ao destas moléculas podem
ser importantes na formagdo e evolucao dos tumores 6sseos € nossos achados reforcam estes

dados
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7.3  ANALISE DE SOBREVIDA

7.3.1 Sobrevida Livre de Doenc¢a

A taxa de sobrevida livre de doenca para esta populacdo (83 casos) foi de 48,9%
com média de 48,4 (DP=41,8) e mediana de 32,4 meses.

Das variaveis clinico-demograficas analisadas apenas a raca (p=0,028), foi
considerada significativa para sobrevida livre de doenga em analise uni ¢ multivariada. A
raca ndo branca foi fator significante para sobrevida livre de doenga. Este dado ¢ intrigante,
e pode estar relacionado a fatores outros de ordem socio-econdmico e biologicas,
dificuldades de categorizagdo do tipo de raca em dados de prontuario, do que a propria raga
em si. Nossa analise foi retrospectiva, em uma populacdo brasileira cuja prevaléncia de
miscigenacdo ¢ muito grande, e onde a populagdo de ndo brancos nesta analise € constituida
por 15 casos de “parda”, 01 amarelo e o 5 negros.(dados ndo demonstrados)

Em relacdo as variaveis relacionadas ao tratamento apenas o periodo foi considerado
estatisticamente significante (p<0,001) na analise multivariada, onde pacientes submetidos
a cirurgia no periodo ap6s 1990 obtiveram maior sobrevida livre de doenga. Antes de 1990
os exames diagnodsticos apresentavam uma grande limitacdo para diagnostico da doenga
micrometastatica o que fez alguns destes casos serem considerados ao diagndstico como nao
metastaticos, mas que na realidade eram metastaticos ¢ nao diagnosticados pelos métodos
disponiveis na época, o que representou um diminui¢ao no intervalo livre de metastase neste
grupo. Assim o periodo da cirurgia se mostrou uma variavel de ajuste do modelo, onde a
melhora tecnologica dos exames diagnosticos associada a maior disponibilidade dos
mesmos, colaboraram para melhores resultados no periodo ap6s 1990.

Dos marcadores imunostoquimicos avaliados apenas a imunorreatividade para Pan-
caderina (p<0,001) [HR 127,68 (IC 95% = 11,29 — 1143,24)] foi estatisticamente

significante na analise univariada e multivariada para sobrevida livre de doenga. A perda da
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expressdo da Pan-caderina (Pan-caderina negativa) apesar de pequena casuistica (02 casos)
e do curto periodo de seguimento (maximo de 4,6 meses) foi um fator independente para
uma menor sobrevida livre de doenga. A perda desta molécula com capacidade de adesdo

celular, predispde a mecanismos de invasao e metastases .

7.3.2 Sobrevida Global

A sobrevida global nesta populagdo (97 casos) foi de 55,2% em 05 anos. Nio
observamos diferenca na sobrevida global entre pacientes com doenga metastatica ao
diagnostico e ao seguimento (considerada sobrevida da data da metastase ao Obito).
Nenhuma variavel clinico-demografica ou anatomopatologica apresentou correlacdo
estatisticamente significante com a sobrevida global.

Das variaveis imunoistoquimicas e relacionadas ao tratamento apenas a
imunorreatividade da Pan-caderina (p<0,001) e interagdo da quimioterapia pds-operatdria
com a imunorreatividade do APC foram significativas para a sobrevida global na analise
univariada multivariada.

Apesar da pequena casuistica, os 03 casos de Pan-caderina negativa, evoluiram de
forma bastante desfavoravel, com sobrevida global em 05 anos de 0%, e o grupo positivo
com sobrevida de 57% em 05 anos. Este fato pode estar relacionado ao grau de diferenciagdo
e ao estado funcional destas células (MONAGHAN et al. 2001). Por tratar-se de uma
molécula de adesdo celular a perda da expressdo desta, estd relacionada a perda da
integridade tecidual e facilitador para a carcinogénese, invasdo e metastase, proporcionando
um grupo de evolucdo desfavoravel. Como o grupo com perda de expressdo de Pan-caderina
corresponde a apenas 03 casos, para maiores conclusdes necessitariamos de aumentar a

amostra.
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As variaveis imunorreatividade do APC e quimioterapia pos-operatéria quando
acrescentadas separadamente na analise multivariada ambas foram eliminadas do modelo,
mas quando analisadas em conjunto foram significativas.

Assim no modelo final as duas variaveis, a imunorreatividade da Pan-caderina e a
interagdo (imunorreatividade do APC e quimioterapia pds-operatoria) ambas foram
consideradas fatores independentes para sobrevida global. Onde a imunorreatividade do APC
sugere o grupo que apresenta maior beneficio com a quimioterapia pos-operatoria e aqueles
com perda da expressdo do APC independente da quimioterapia pos-operatoria apresentam
pobre sobrevida.

Ja que a literatura que associa APC e osteossarcoma € pobre, estes achados sdo de
grande importancia, e principalmente por sugerir um grupo que pode ter maior beneficio
com a quimioterapia. Podendo eventualmente este grupo ser tratado com esquemas mais
agressivos. Tdo importante ou mais, ¢ a identificacdo de grupos que independente da
quimioterapia instituida apresentam pobre resposta, neste subgrupo a introdugdo de novas
modalidades terapéuticas, novas drogas e participagdo em estudos clinicos devem ser
encorajadas. Assim novos estudos se possiveis prospectivos e com maior casuistica sdo
importantes, com a analise destes marcadores imunistoquimicos (APC e Pan-caderina) para

validagao destes dados.
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CONCLUSOES

Nas condi¢des do presente estudo podemos concluir que:

Nao houve associagdo estatisticamente significante das variaveis clinico-
demograficas e anatomopatoldgicas com a expressdo imunoistoquimica de c-erbB-2,
Pan-caderina, E-caderina e B-catenina. A imunorreatividade do APC associou-se

apenas com a variavel idade (p=0,025).

Na analise multivariada para a sobrevida livre de doenca e sobrevida global a
imunorreatividade da Pan caderina foi considerada uma variavel independente
apesar da pequena casuistica. Sendo ao perda da expressdo da Pan-caderina

relacionada a pior sobrevida.

A interacdo das varidveis imunorreatividade do APC e quimioterapia pds-operatoria
permitiu identificar grupos prognoésticos. O grupo APC positivo e que realizou
quimioterapia pos-operatoria apresentou maior sobrevida enquanto aqueles com
perda de expressao do APC independente de quimioterapia pds-operatoria, ou com
manutengdo da expressdo do APC mas que ndo fizeram quimioterapia, representam

o grupo de prognostico reservado.
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ANEXOS




Anexo 1 - Ficha de levantamento de dados

® 2N Nk wb

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.

18.
19.

20.
21.
22.
23.

24.

SEXO: 1| MASCULINO, [2| FEMININO. ..........0oumiiiiiiiiiiiiiiiiiee e,
RACA: |I| BRANCA, 2| NEGRA, |3| PARDA, [4| AMARELA............ccoooeemcemee |
DATA DO DIAGNOSTICO.......ooueoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e / /
LOCAL DO TUMOR PRIMARIO: |1| FEMUR |2| UMERO |3| FIBULA [4| TIBIA

|5l MANDIBULA |6| ILIACO |7| RADIO

18157 L
ESTADIO CLINICO T: [1T1, 2] T2, [3] TXouovveeeereeeereeeeeeeeeeseeeeeessseeseeeesessseseeeeeeseseeee L
ESTADIO CLINICO N: [0 NO, 1] NLu.uuooovveeeereeeeeeeeeeeeeseeeesesseesseeesesseeseeeeessessseeessenn L
ESTADIO CLINICO M: [0] MO, |1 MIuuceooveeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeseeesesseesseeeeeeseesseeeessenn L
FOSFATASE ALCALINA......oooveeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeesesseeeseeeesesseesseeeseseeeseeeeseenn L]
DHL oo ee e e e eeeeesseeeeeeeeeseeeseeeeesseeeees L
TIPO HISTOLOGICO:

|1 CONDROBLASTICO |2|OSTEOGENICO, 3| TELEANGECTASICO,

|4 OSTEOCONDROBLASTICO, |5| OSTEOFIBROBLASTICO |6]
INDETERMINADO[7| PAROSTEAL ...c.ooviiiiiiiiiiiiceneeeeeeneeseee e
NUMERO DA BIOPSIA PRE ... Lo
DATA INICIO QT oottt / /
TIPO QT NEOADJUVANTE:

[1| QTIA com CDDP+ Cisplatina IV +Doxorrubicina +, |2 QTIV com CDDP +
Doxorrucicina + HDMTX |, |3| QTIV com CDDP + Doxorrubicina+ Ifosfamida e VP16, 4|
QT CDDP IV + Carboplatina+ Doxorrubicina +Ifosfamida + Cisplatina, | 5|QT Adria e
CDDP 1V, 6| NAO FEZ, |7 OUTROS |8| IFO/Doxorrubicina /Cisplatina
NUMERO DE CICLOS.....ocoiiiieiiieintetnte ettt
RESPOSTA CLINICA: |1| COMPLETA, [2[PARCIAL, |3| ESTAVEL,

14| PROGRESSAO, |5| NAO AVALIAVEL..........oooveeeeeeeeeeeeeeseeseeseeeeesesseeseeeesessessseeeens L
TIPO DE CIURGIA: |1| CONSERVADORA, [2| AMPUTACAO. ......oovoooovvveeccerrerern. L
DATA DA CIRURGIA ..o seeeeeeeeeeseeeeeesseessseesessesseseeeeeee o
NUMERO AP DA PECA ...cooovveeoreeeeeeeeeeeseeeeeeeeeessseseeeee Lol
RESPOSTA HISTOLOGICA (HUVOS):

I1|GRAU 1, 2|GRAU 2, |3|GRAU 3, [4| GRAU 4, |5|INDETERMINADO...................... L

TAMANHO DO TU NA PECA...(CIM)...coomrreeeeereeeereeeeeeeeeseeeeeesseeeeeeseseeeseseseeeeseeee



25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.
35.
36.
37.
38.

39.
40.
41.
42.
43.

METASTASE: [1SIM [2INAO....ooereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeeeeeeeeseeeseessessessesssesesssssssesseseseee

MOMENTO DA META: |1| AO DIAGNOSTICO [2| SEGUIMENTO...........cccccoee..... L
NUMERO DE METASTASE ..ottt L
LATERALIDADE: |1| UNILATERAL, |2| BILATERAL........ccovoivivieeeeeeeeeeseenan L]
DATA DA RESSECCAO: ..o / /
DOENCA RESIDUAL: [ISIM, |2] NAO......cooooiireeeeeeeeeieeeeeeeeee e L
NUMERO DO AP META ..o L
DATA DA QT ADJUVANTE:.......ooiiioieieeeeeeeeeeeeeseseeeeeeeesees v Y
TIPO DE QT ADJUVANTE:

1| QTIA com CDDP+ Cisplatina IV +Doxorrubicina +, |2 QTIV com CDDP + Doxorrucicina
+ HDMTX |, |3| QTIV com CDDP + Doxorrubicina+ Ifosfamida e VP16, |4| QT CDDP IV +
Carboplatina+ Doxorrubicina +Ifosfamida + Cisplatina, | 5|QT Adria e CDDP IV, 6| NAO
FEZ, |7) OUTROS |8| IFO/Doxorrubicina /Cisplatina

NUMERO DE CICLOS......utiiitiiieiineriestestetestetete ettt sttt sttt saea ]

NEOPLASIA SECUNDARIA: [1[SIM, | 2] NAO.......oooioireeeeeeeeeeeeeeeeeee e [
CID DA NEOPLASIA SECUNDARIA.........co.coooeeoieereeeeeeeeeeeeeees s [
DATA ULTIMO FOLLOW-UP.....c.coviiiniinieinicinictnieenieesieeseesieeeeeeenes Y
STATUS: |1]VIVO SEM DOENCA, |2| VIVO COM DOENCA, |3|VIVO soe,

[4MOCA, |5] MORTE S0€, [6]PV ..ottt e (I

CoCIDB -2 ettt sae et saeeraesaeas [

E-Cadering.......cccvieiieiiciee et [
Pan-cadering.........ccooueeiiiiieiiiee e e .
APC ettt [
BrCAEIIINA. ...ttt ettt ettt ettt s ae sttt et se e e st ebeebesaeeaeeas [



Anexo 2 - Estadiamento TNM (Classificaciao Clinica) / 1998.

T- Tumor primario

Tx tumor primario ndo pode ser medido
TO Sem evidéncia de tumor primario
T1 tumor intracortical

T2 tumor invade além da cortical

N- linfonodos regionais

Nx linfonodos regionais ndo podem ser medidos
NO sem metastases linfonodais

N1 metastase linfonodal regional

M-metastase a distincia

Mx metastase a distdncia nao pode ser avaliada

MO sem metastase a distancia

M1 metéstase a distancia

pTNM Classificaciio histopatologica

pT, pN, pM sdo categorias correspondentes a T,N,M
G Grau Histopatologico

GX 0 — grau de diferenciacdo nio pode ser avaliado

Gl - Bem diferenciado
G2- Moderadamente diferneciado
G3- Pouco deiferenciado

G4- Indiferenciado

Agrupamento por Estadio

Estadio IA T1 NO MO GleG2
Estadio IB T2 NO MO GleG2
Estadio ITA T1 NO MO G3 eG4
Estadio IIB T2 NO MO G3 eG4
Estadio III sem defini¢do

Estadio IVA Qualquer T N1 MO qualquer G

Estadio IVB Qualquer T qualquer N Ml qualquer G




