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RESUMO

Nakagawa SA. Estudo das expressbes das sintases do oxido nitrico,
nitrotirosina, ciclooxigenase-2 e CD34; e suas relagdes com o prognostico
nos pacientes portadores de condrossarcoma. Sao Paulo; 2005.

[Dissertagao de mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

O estudo imunoistoquimico dos tumores tem tido importancia nos ultimos
anos para auxiliar no diagnéstico anatomopatolégico, prever o prognostico
dos pacientes e mesmo para ajudar na escolha da terapéutica com base na
expressdo de determinados marcadores. O o6xido nitrico (NO), a
ciclooxigenase-2 (COX-2) e a angiogénese tém sido relacionados com
diversos tipos de tumores. O NO tem sido associado as neoplasias por suas
acbes pro e anti-tumorais, sendo a angiogénese um dos mecanismos pelos
quais ele apresenta seu efeito pro-tumoral. Esse marcador tem sido
estudado de forma indireta através de suas enzimas (sinteses dos éxidos
nitricos - NOS): NOS1, NOS2 e NOS3; e através de um de seus produtos, a
nitrotirosina. A COX-2 que tem produgéo estimulada pelo NO, também tem
sido associada a diversas neoplasias por sua acao angiogénica. O CD34 &
uma glicoproteina transmembrana que tem sido utilizada como marcador
vascular. Os objetivos deste trabalho foram avaliar as expressdes desses
marcadores, uma vez que tém sido pouco estudados nos condrossarcomas;
e avaliar suas relacbes com o prognéstico desses pacientes. Foram
analisados 101 pacientes portadores de condrossarcoma e seus respectivos

blocos histolégicos, através do meétodo de ftissue microarray para as



expressées de NOS1, NOS2, NOS3, nitrotirosina e COX-2; e avaliado a
microcirculagdo através da expressdo de CD34. A analise estatistica foi
realizada com o uso do programa estatistico “SPSS 12.0 for Windows”. Para
analise das associacdes entre as expressdées das NOS e nitrotirosina; entre
NOS, nitrotirosina e COX-2; entre NOS, nitrotirosina, COX-2 e CD34; entre
cada um dos marcadores e os graus histolégicos foram utilizados o teste de
Qui-quadrado ou teste exato de Fisher quando necessario. A sobrevida livre
de doenca local, de doenca metastatica e global foram analisadas pelo
método de Kaplan-Meier, e a comparagédo das curvas, pelo teste de Log-
rank. Para a andlise multivariada para as sobrevidas foi utilizado o modelo
de regressdao de Cox. Foram considerados valores estatisticamente
significativos, quando p foi menor que 0,05. Este trabalho demonstra que os
condrossarcomas expressam NOS1, NOS2, NOS3, nitrotirosina, COX-2 e
CD34. As expressdes de NOS1, NOS2 e NOS3 estavam relacionadas com
nitrotirosina (p=0,039; p=0,045 e p<0,001, respectivamente); e com COX-2
(p=0,001; p<0,001 e p<0,001, respectivamente). As expressdes de NOS1,
NOS2, NOS3, nitrotirosina e COX-2 estavam relacionadas com a
microcirculagdo (p<0,001; p=0,003; p=0,006; p=0,002 e p=0,002,
respectivamente). A nitrotirosina, COX-2 e CD34 estavam relacionados com
o grau histolégico (p=0,022; p=0,014; p=0,028), porém nao estavam
associados com a sobrevida dos pacientes portadores de condrossarcomas.
Por outro lado, as margens cirurgicas e a expressdo de NOS2 mostraram
relacdo com menor sobrevida livre de doenc¢a local (p=0,015 e p=0,038,

respectivamente); as expressdes de NOS1 e NOS2 estavam relacionadas



com a sobrevida livre de doenga metastatica (p=0,022 e p =0,017,
respectivamente); e a idade, status na admissdo (doenga loco-regional ou
doenga loco-regional e a distancia), estadiamento de Enneking e as
expressoes para NOS1 e NOS2 estavam relacionadas com sobrevida global
(p=0,024; p<0,001; p<0,001; p=0,007 e p<0,001, respectivamente). Na
analise multivariada, as margens cirlrgicas e a expressao de NOS2 eram
variaveis independentes relacionadas com a sobrevida livre de doenca local;
expressbes de NOS1 e NOS2 eram variaveis dependentes em que a
expressao conjunta de NOS1 e NOS2 apresentou relacdo com menor
sobrevida livre de doenca metastatica (p=0,013), com RR=7,8; e a
expressado independente ou conjunta de NOS1 e NOS2 apresentaram
relagdo com menor sobrevida global (p=0,046 e p=0,004, respectivamente);

com RR=3,17 e RR=5,58, respectivamente.



SUMMARY

Nakagawa SA. Analyses of nitric oxide synthases, nitrotyrosine,
cyclooxygenase-2 and CD34; and their prognostic significances in
chondrosarcomas. Sao Paulo; 2005. [Dissertacdo de mestrado-Fundagéao

Antbénio Prudente].

Immunohistochemical study of tumors have been important to help
histopathological diagnoses, to predict prognoses and to make therapeutic
decisions, according to the expressions of biomarkers. Nitric oxide (NO),
cyclooxygenase-2 (COX-2) and angiogenesis have been related to many
tumors. NO has been associated to tumors because of its pro and anti-tumor
effects, and angiogenesis is one of its pro-tumor action. This marker has
been studied indirectly by the enzymes (nitric oxide synthasis — NOS): NOS1,
NOS2 and NOS3, which are responsible for NO production; and its product,
the nitrotyrosine. NO can stimulate the production of COX-2, which has been
related to many tumors because of its action to regulate angiogenesis. CD34
is a transmembrane protein which has been used as a microvessel marker.
This study examines the expressions of these biomarkers, because they
have been poorly studied in chondrosarcomas; and their relation to prognosis
in these patients. One hundred one cases with chondrosarcomas were
analyzed and histological studies were performed by tissue microarray
method for NOS1, NOS2, NOSS3, nitrotyrosine and COX-2 expressions.

Microvessel analysis was performed according to CD34 expression.



Statistical analyses were made by “SPSS 12.0 for windows” program. The
association between NOS and nitrotyrosine expression; between NOS,
nitrotyrosine and COX-2; between NOS, nitrotyrosine, COX-2 and CD34;
between each biomarker and histological grade were analyzed by Qui-square
test or Fisher's exact test, where apropriate. The analysis of local and
metastatic disease free survival and overall survival rates were made by
Kaplan-Meir method and their curves were compared by Log-rank test. The
multivariated analysis was performed by the Cox proportional hazards
regression analysis. Statistical significance was defined as p<0.05. The
present findings conclude that there are NOS1, NOS2, NOS3, nitrotyrosine
and COX-2 expressions in chondrosarcomas. The expressions of NOS1,
NOS2 and NOS3 were related to nitrotyrosine expression (p=0,039; p=0,045
and p<0,001, respectively); and they were also related to COX-2 expressions
(p=0,001; p<0,001 and p<0,001, respectively). The expressions of NOS1,
NOS2, NOS3, nitrotyrosine and COX-2 were related to microvasculature
(p<0,001; p=0,003; p=0,006; p=0,002 and p=0,002, respectively). The
nitrotyrosine, COX-2 and CD34 were also related to chondrosarcoma
histological grades (p=0,022; p=0,014; p=0,028), but they were not
associated to patient survivals. Otherwise, surgical margins and NOS2
expression were associated to worse local disease free survival (p=0,015
and p=0,038, respectively); the expressions of NOS1 and NOS2 were related
to worse metastatic disease free survival (p=0,022 and p=0,017,
respectively); and age, status at the admission (local disease or local and

metastatic disease), the staging system adopted by Musculoskeletal Tumor



Society first described by Enneking and the expressions of NOS1 and NOS2
(isolated or combined) are related to overall survival rates. (p=0,024;
p<0,001; p<0,001; p=0,007 e p<0,001, respectively). On multivariated
analysis surgical margins and expression of NOS2 demonstrated
independent prognostic impacts on local disease free survival; expressions of
NOS1 and NOS2 were dependent variable, and the combined expressions of
NOS1 and NOS2 were related to worse metastatic disease free survival
(p=0,013), HR=7,8; and the isolated or combined expressions of NOS1 and
NOS2 were related to worse overall survival rates (p=0,046 and p=0,004,

respectively); with HR=3,17 e HR=5,58, respectively.
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1  INTRODUGAO

1.1 CONDROSSARCOMA

O condrossarcoma € o segundo mais frequente tumor maligno
primario dos ossos, representando 25% de todos sarcomas primarios do
esqueleto (DORFMAN e CZERNIAK 1995). Segundo a Organizagao Mundial
de Saude (OMS), € um tumor maligno com diferenciacdo de cartilagem
hialina pura, em que alteragbes mixdides, calcificagbes e ossificagdes
podem estar presentes. Compreende um grupo de lesbes com
caracteristicas = morfologicas e comportamento  clinico  diversos
(SCHAJOWICZ 1982; DORFMAN e CZERNIAK 1995; BERTONI et al.
2002).

A classificacao da OMS, consagrada pelo tempo, torna-se complexa,
pois leva em consideragao diferentes fatores como origem, localizacédo e
caracteristicas histolégicas (SCHAJOWICZ 1982; DORFMAN e CZERNIAK

1995; DORFMAN et al. 2002).

Tipos de Condrossarcomas

Condrossarcoma Central, Primario ou Convencional
Condrossarcoma Periférico ou Periosteal
Condrossarcoma Secundario

Condrossarcoma Desdiferenciado
Condrossarcoma Mesenquimal

Condrossarcoma de Células Claras

Quadro 1 — Classificagéo da OMS.para os condrossarcomas



(g

1.1.1 Condrossarcoma Central, Primario ou Convencional

A maioria dos condrossarcomas (acima de 90%) cresce centralmente
no osso previamente normal, e é classificada como central, primario ou
convencional. Pode ser classificada de acordo com sua caracteristica
histolégica em 3 graus.

Tradicionalmente dividimos de acordo com o grau histolégico de
O’'NEAL e ACKERMANN (1952), que apresenta importancia prognostica.
Esta classificacdao divide os condrossarcomas em grau | (ou bem
diferenciados), grau Il (ou moderadamente diferenciados) e grau Il (ou
pouco diferenciados), baseados principalmente na arquitetura tecidual e na
anaplasia celular.

Segundo a OMS, mantém-se a gradacao histolégica em escalade 1 a
3, baseada no tamanho nuclear, coloragdo nuclear (ou hipercromasia) e
celularidade (BERTONI et al. 2002):

e Grau 1: Tumores moderadamente celulares, com presenga de nucleos
redondos e hipercromaticos, de tamanhos uniformes. Ocasionalmente
células binucleadas estdo presentes. Sua citologia & bastante
semelhante ao encondroma, tumor benigno, formador de cartilagem.

e Grau 2: Tumores sdo mais celulares e contém um maior grau de atipia
nuclear, hipercromasia e tamanho nuclear do que o grau 1.

e Grau 3: Tumores mais celulares e pleomérficos e atipicos do que o de
grau 2. As mitoses sao facilmente detectadas.

Notamos que por esta classificagcdo, a gradagao histolégica pode se

tornar bastante subjetiva, uma vez que nao existem valores numéricos



relacionados a quantidade de células, tamanhos nucleares, pleomofismos ou
mitoses. Assim, podemos esperar uma variagao, principalmente nos casos
limitrofes de um examinador para outro.

Aproximadamente 90% dos condrossarcomas sao de graus baixo ou
intermediario, apresentando comportamento indolente e de baixo potencial
metastatico. Somente 5% a 10% sao lesées de grau lll, ou de alto grau, que
possuem alto potencial metastatico (DORFMAN e CZERNIAK 1995;
BERTONI et al. 2002).

O pico de incidéncia esta entre a 5% e 72 décadas de vida, sendo que
a maioria dos pacientes tem mais de 50 anos de idade. O sexo masculino é
discretamete mais acometido (GITELIS et al. 1981; LEE et al. 1999; RIZZO
et al. 2001; BERTONI et al. 2002). Existe uma maior frequéncia de
acometimento em ossos do tronco, cerca de 45% (25% em ossos da pelve e
20% em costelas), seguidos de fémur (15%) e de umero (10%) (DORFMAN
e CZERNIAK 1995; BERTONI et al. 2002). Os sintomas mais freqlientes séo
a dor e o aumento de volume (DORFMAN e CZERNIAK 1995; BERTONI et
al. 2002).

O prognostico tem sido associado ao tamanho da leséo, localizagéo
anatémica e grau histolégico. Dentre os pardmetros histolégicos (grau,
necrose tumoral, indice mitético e presenga de matrix mixéide), o grau tem
sido apontado como o Unico relacionado com recorréncia local e metastases.
Dentro das metastases, o pulmdo é o o6rgdo mais freqiientemente
acometido. Porém, a literatura revela um crescimento ndo controlado do

tumor e um resultado fatal em 10% dos condrossarcomas grau |




(KREICBERGS et al. 1982; DORFMAN e CZERNIAK 1997; BERTONI et al.

2002).

1.1.2 Condrossarcoma Periférico ou Periosteal

Segundo a OMS o condrossarcoma periosteal € um tumor maligno de
cartilagem hialina que ocorre na superficie do osso. Acomete individuos
adultos, e o local mais frequente é a metafise distal do fémur. Segundo os
dados do SEER, apenas 3 dos 667 condrossarcomas estao nesta categoria
(BERTONI et al. 2002).

As caracteristicas  histologicas sdo semelhantes ao do
condrossarcoma convencional (DORFMAN e CZERNIAK 1997; BERTONI et

al. 2002).

1.1.3 Condrossarcoma Secundario

Definimos o condrossarcoma secundario quando este tumor cresce a
partir de uma lesao benigna precursora (osteocondroma ou encondroma). O
risco de malignizacdo nos osteocondromas solitarios € de 2%; nas
osteocondromatoses € de 5 a 25%; e nas encondromatoses de 24 a 30%. A
idade de acometimento geralmente € menor do que nos condrossarcomas
primarios; e os ossos da cintura pélvica e escapular sdo os sitios mais
frequentes (BERTONI et al. 2002).

A maioria dos condrossarcomas secundarios € de baixo grau

(BERTONI et al. 2002). As caracteristicas microscépicas nao permitem



distinguir do condrossarcoma convencional sem dados clinicos ou

radiograficas (DORFMAN e CZERNIAK 1997).

1.1.4 Condrossarcoma Desdiferenciado

O condrossarcoma desdiferenciado apresenta dois componentes
claramente definidos, de tumor de cartilagem bem diferenciada, tanto de
encondroma ou de condrossarcoma de baixo grau, justaposto com um
sarcoma nao cartilaginoso de alto grau (fibrohistiocitoma maligno € o mais
frequente, mas também podemos encontrar osteossarcoma, fibrossarcoma e
rabdomiossarcoma) (DORFMAN e CZERNIAK 1997; MILCHGRUB e
HOGENDOORN 2002).

Cerca de 10% dos condrossarcomas sd@o desdiferenciados. A idade
de acometimento esta entre 50 a 60 anos de idade; e os ossos mais
envolvidos sao da pelve, fémur e imero (DORFMAN e CZERNIAK 1997;
MILCHGRUB e HOGENDOORN 2002).

Sao neoplasias agressivas de prognoéstico ruim. Apesar das terapias
agressivas, aproximadamente 90% dos pacientes morrem com metastases
em 2 anos (DORFMAN e CZERNIAK 1997; MILCHGRUB e HOGENDOORN

2002).

B T Y



1.1.5 Condrossarcoma Mesenquimal

O condrossarcoma mesenquimal & um tumor maligno raro,
caracteriza-se pela presengca de um padrao bimoérfice onde encontramos
componentes altamente indiferenciados de células redondas e pequenas, e
ilhas de cartilagem hialina bem diferenciada. Corresponde a cerca de 3 a
10% dos condrossarcomas (DORFMAN e CZERNIAK 1997; NAKASHIMA et
al. 2002).

O pico de incidéncia esta entre a 2° e 3% décadas da vida; e ndo ha
predilegdo entre os sexos. Os ossos do esqueleto axial sdo mais
frequentemente acometidos (crénio, costelas, pelve, vértebra). Existem
relatos de pacientes com envolvimento de multiplos ossos; e cerca de 1/3 a
1/5 das lesbes sdo em partes moles, e as meninges sdo os sitios de
envolvimento extraesquelético mais comuns (DORFMAN e CZERNIAK 1997,
NAKASHIMA et al. 2002).

‘Os condrossarcomas mesenquimais apresentam forte tendéncia para
recorréncia local e metastases (DORFMAN e CZERNIAK 1997,

NAKASHIMA et al. 2002).

1.1.6 Condrossarcoma de Células Claras

O condrossarcoma de células claras € uma variante rara e de baixo
grau do condrossarcoma, que apresenta predilegcdo para as porgées
epifisarias dos ossos longos. Histologicamente é caracterizada pela

presenca de ceélulas com componente de glicogénio que confere coloragéo



clara ao citoplasma das células ao lado de células de cartilagem hialina
(DORFMAN e CZERNIAK 1997; MCCARTHY et al. 2002).

Corresponde a cerca de 2% dos condrossarcomas; a idade de
acometimento mais freqiente esta entre 25 e 50 anos; e & 3 vezes mais
freqiente nos homens do que nas mulheres. Cerca de 2/3 dos casos
envolvem as cabecas do Umero ou do fémur (DORFMAN e CZERNIAK

1997; MCCARTHY et al. 2002).

1.2 ESTADIAMENTO

Nos tumores 6sseos o estadiamento leva em consideragao o grau de
diferenciacao histologica, bem como a extenséo local e a distancia, para
estimar o prognoéstico dos pacientes. A classificagéo pelo sistema TNM nao
é comumente utilizada porque esses tumores raramente causam metastases
em linfonodos. Por esse motivo, adotamos o estadiamento da Sociedade de
Tumores Musculoesqueléticos descrito por ENNEKING (1985) (DORFMAN

et al. 2002) (Quadro 2).

Estadiamento dos Tumores Osseos
Estadiamento Grau Histologico Localizagcao
IA Baixo grau Intracompartimental
IB Baixo brau Extracompartimental
A Alto grau Intracompartimental
1B Alto grau Extracompartimental
1 Baixo ou alto grau Metastase

Quadro 2 - Estadiamento da Sociedade de Tumores Musculoesqueléticos para os tumores

0SSeons.



1.3 ASPECTOS BIOMOLECULARES

1.3.1 Molécula de Adesao - CD34

O CD34 ou selectinrL €& uma molécula de glicoproteina
transmembrana originalmente identificada na linhagem de células de
leucemia mieléide e foi inicialmente caracterizado como um marcador de
células de origem hematopoiética e células endoteliais (ANDREWS et al.
1986; FINA et al. 1990).

A angiogénese € essencial para o crescimento do tumor e para o
desenvolvimento de suas metastases. Uma rede de novos capilares no
estroma do tumor facilita a oxigenagao, o transporte de nutrientes e permite
a remogao dos metabdlitos toxicos (FOLKMAN 1990; BLOOD e ZETTER
1990). A densidade vascular nos tumores tem sido relacionada com o
prognéstico em certos tumores, como no cancer de mama, carcinoma
prostatico, carcinoma de nao-pequenas células do pulm&o e carcinoma
gastrico (WEIDNER et al. 1991, 1992, 1993; MACCHIARINI et al. 1992;
WAKUI et al. 1992; YAMAZAKI et al. 1994; MAEDA et al.1995).

O CD34 tem sido identificado nas células endoteliais, particularmente
naquelas envolvidas na angiogénese de tumores vasculares benignos e
malignos (RAMANI et al. 1990; TRAWEEK et al. 1991).

O estudo da angiogénese nos tumores gigantocelulares e
osteossarcomas osteoblasticos e fibroblasticos ndo demonstram essa

correlacdo (SULH et al. 1996; MANTADAKIS et al. 2001). Outros



mecanismos nao diretamente relacionados com a angiogénese devem estar
envolvidos com o seu prognostico (SULH et al. 1996).

Nos condrossarcomas, sabe-se que a densidade da microcirculagéo €
maior nos de graus Il e lll (MCGOUGH et al. 2002). O estudo de 26 lesGes
cartilaginosas (5 encondromas e 21 condrossarcomas) demonstrou que
todas apresentaram microcirculagdo na regiao peritumoral, e as densidades
microvasculares dessas areas estavam relacionadas com o graus
histolégicos. A  microcirculagdo intratumoral foi encontrada nos
condrossarcomas de alto grau (AYALA et al. 2000). Nenhum estudo analisa
alteragdes microcirculatérias nos condrossarcomas e suas relacdes com

metastases.

1.3.2 Oxido Nitrico (NO)

O NO é uma das 10 menores moléculas existentes. E um mensageiro
celular com capacidade de difusdo nos meios aquosos e lipidicos das
membranas celulares (WOLF 1997), e participa de varios eventos
fisiologicos nos sistemas cardiovascular, nervoso e imune (NATHAN 1992).
Possui um elétron nao pareado na sua orbita externa, tornando-a altamente
reativa e de baixa meia-vida, o que dificulta o seu estudo. Por isso, sua
analise é realizada de forma indireta, através da pesquisa de seus co-
produtos ou da enzima relacionada a sua reagdo. O NO difere de outros
mensageiros celulares por nao necessitar da interagdo com um receptor
especifico para atuar. E produzido a partir da reacdo de conversdo do

aminoacido L-arginina e tem como co-produto a L-citrulina. Esta reacao é
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catalisada pelas isoformas da enzima sintase do 6xido nitrico (NOS)
(NATHAN 1992).

Ha trés isoformas da NOS: NOS1 ou neuronal (nNOS); NOS2 ou
induzida (iNOS); e NOS3 ou endotelial (eNOS). Duas destas formas, a
NOS1 e a NOS3, sdo calcio dependentes e constitutivamente expressas;
enquanto a NOS2 é caélcio independente e induzida por estimulos
imunolégicos (AMBS et al. 1998; EKMEKCIOGLU et al. 2000),
predominantemente produzida por macréfagos apos estimulo (SCHMIDT et
al. 1992). As células com capacidade de produgao de NO atraves da acao
da NOS2 sao as células do sistema imune como os macrofagos
(WEINBERG et al. 1995), esplendcitos (YANG et al. 1995), neutrofilos,
linfécitos T e natural-killer (XIAO et al. 1995) e células que nao pertencem ao
sistema imune incluindo condrocitos e osteoblastos (PALMER et al. 1993;
KRONCKE et al. 1995). Diferente da NOS1 e NOS3 que produzem baixos
niveis de NO, a NOS2 pode produzir e manter altos niveis de NO. Em geral,
as acgoes toxicas do NO estao relacionadas com o produto da NOS2, e ndo
com os das NOS1 ou NOS3 (MONCADA et al. 1991; SINGER et al. 1996;
EKMEKCIOGLU et al. 2000). Diversas doengas apresentam expressao
alterada de NO, incluindo as neoplasias (FARRELL e BLAKE 1996).

A acédo do NO nos tumores é dupla, tendo ag¢des pro e anti-tumorais.
O NO pode participar na carcinogénese, angiogénese, inibicdo da resposta
imune, inducado de apoptose e lise celular. A agdo depende do local, da
quantidade de NO produzido, da capacidade da célula tumoral em expressar

determinadas proteinas, do tempo em que o NO interage com as células
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alvo (JENKINS et al. 1995; AMBS et al. 1998; HAJRI et al. 1998; SWANA et
al. 1999;: MENDES et al. 2001). A expressdo de NO tem sido descrita em
neoplasias de varios sitios: ginecoldgicos, mama, sistema nervoso, pulméao,
prostata, estdbmago, pancreas, bexiga, colon, vascular e linfocitario
(THOMSEN et al. 1994, 1995; COBBS et al. 1995; ROSBE et al. 1995;
FUJIMOTO et al. 1997; RAJNAKOVA et al. 1997; WILSON et al. 1998;
AMBS et al. 1998; HAJRI et al. 1998; WENINGER et al. 1998; SWANA et al.
1999; EKMEKCIOGLU et al. 2000; MENDES et al. 2001).

Nos condrossarcomas o NO tem sido pouco investigado. O estudo
desse tumor nos camundongos, em que essas neoplasias sao bem
diferenciadas, demonstrou que ha expressdo de NOS2. E o estudo em
cultura de condrossarcoma humano demonstrou que também ha expressao
de NOS2 (CESARE et al. 1998).

A expressao de NOS2 nas células endoteliais dos vasos tumorais e
celulas neoplasicas reforca a teoria de que esta enzima regula a
vascularizagdo e o fluxo sangiineo tumoral (AMBS et al. 1998; SOINI et al.
2001; KONG et al. 2002; KASPER et al. 2004). Nesses casos, o crescimento
tumoral pode ser sustentado pelo aumento do fluxo sanglineo,
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular mediados pela
producao prolongada e excessiva do NO pelo tumor (COBBS et al. 1995;
DOI et al. 1996). Por outro lado, intrigantemente, a liberacdo do NO pelas
ceélulas tumorais também pode participar de efeitos antiproliferativos pelo

infiltrado de células inflamatérias (DOI et al. 1996).



12

Os danos produzidos pelo NO também podem ser atribuidos através
da sua reacdo com o &nion de superéxido, que leva a produgdo de
peroxinitrito que & um potente agente nitrosilante e nitrante, e de efeito toxico
para os genes. O peroxinitrito pode reagir com as tirosinas livres ou ligadas
as proteinas, produzindo as nitrotirosinas. Estas s@o produtos estaveis e,
portanto, a sua mensuragdo no tecido é considerada um marcador da
formacéo de peroxinitrito e de atividade das NOS (OHSHIMA e BARTSCH
1994; SINGER et al. 1996; AMBS et al. 1998; HAJRI et al. 1998; SWANA et
al. 1999; EKMEKCIOGLU et al. 2000). Além disso, o peroxinitrito € um

estimulador da atividade da ciclooxigenase (COX) (LANDINO et al. 1996).

1.3.3 Ciclooxigenase-2 (COX-2)

As ciclooxigenases sdo enzimas que estdo envolvidas nas sinteses
de prostaglandinas (PG) a partir do acido aracdénico. Elas catalizam a
insercao da molécula de oxigénio no acido aracddénico para formar um
intermediario instavel PGG2 que é rapidamente convertido para PGH2. Este
origina varias PGs ativas, tromboxanos e prostaciclinas que contribuem para
muitos processos fisioldgicos e patolégicos (KASPER et al. 2004).

Existem duas isoformas da COX: COX-1 e COX-2. A primeira é
expressa constitutivamente em muitos tecidos e parece ser responsavel pela
produgao basal de PG. A COX-2 nao é detectada em muitos tecidos
normais, mas € altamente induzivel por estimulos inflamatérios e mitéticos, e

esta fortemente implicada na tumorigénese. Por isso, o uso de inibidores da



COX-2 tem sido alvo de terapias e prevencéo de canceres (HIDA et al. 1998;
TSUJII et al. 1998; DICKENS et al. 2002; KASPER et al. 2004).

A identificacdo do aumento de expressao da COX-2 nos tumores
ocorreu inicialmente nos tipos colorretais. Desde entdo outras neoplasias
foram estudadas como a de préstata, mama, estdmago, sistema nervoso,
pele, rabdomiossarcoma, osteossarcoma, tumor de Ewing (HIDA et al. 1998;
UEFUJI et al. 1998; DICKENS et al. 2002; SUTTON et al. 2004).

A COX-2 pode contribuir para a carcinogénese através de varios
mecanismos. A PGE2 formada pelo COX-2 pode diminuir a imunidade local
contra as células tumorais; o aumento do COX-2 pode inibir a apoptose,
prolongando a vida das células com dano do DNA; o tromboxano derivado
do COX-2, por ser um fator pro-agregante plaquetario, pode facilitar
metastases tumorais pelas interagdes célula tumoral-plaqueta; e as células
com aumento de expressao da COX-2 produzem PGs que sao fatores pro-
angiogénicos e estimulam a migragdo endotelial e formagdo tubular dos
vasos sanguineos (TSUJII et al. 1998; UEFUJI et al. 1998; KONG et al.
2002).

Os tecidos humanos que contém RNA mensageiro para producéo de
COX-2 incluem o pulméo, utero, testiculo, cérebro, pancreas, rim, timo,
prostata, glandula mamaria, estébmago, e intestino delgado. O estudo nos
condrocitos da cartilagem humana demonstrou que essas células também
expressam RNA mensageiro para COX-2 e sua proteina quando ativados

por IL-1 (GENG et al. 1995).
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Estudos in vivo demonstram que o NO estimula a sintese de PGs, nos
orgaos e nos macrofagos através da ativagao direta da COX (LANDINO et
al. 1996), e o NO produzido pela NOS2 aumenta a expressao e a atividade
da COX-2 (KONG et al. 2002).

O estudo em 32 tumores cartilaginosos (8 encondromas e 24
condrossarcomas) mostrou que nenhum dos tumores benignos expressou
COX-2; enquanto 54,17% dos condrossarcomas apresentaram expressao
positiva (SUTTON et al. 2004). Por esse motivo, o trabalho sugeriu que
COX-2 pode ter algum papel no desenvolvimento desses tumores e que o

uso de inibidores de COX-2 pode ter algum efeito no seu tratamento.
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2 OBJETIVOS

Frente a literatura analisada, pode-se constatar que a analise desses
marcadores biomoleculares em condrossarcomas e suas correlacées clinico-
patolégicas s@o pobremente estudadas. Portanto, os objetivos deste estudo
sao:

1. Avaliar as expressées de NOS1, NOS2, NOS3, nitrotirosina, COX2 e

CD34 nos condrossarcomas;

2. Avaliar se existe relagdo entre as expressdes das NOS1, NOS2 e

NOS3 com nitrotirosina nos condrossarcomas;

3. Avaliar se existe relacdo entre as expressées das NOS1, NOS2,

NOS3 e nitrotirosina com COX-2 nos condrossarcomas;

4. Avaliar se existe relacdo entre as expressdes das NOS1, NOS2,

NOS3, nitrotirosina e COX-2 com CD34 nos condrossarcomas;

L5 Avaliar se existe relagdo entre as expressdes de cada um desses
marcadores com os graus histolégicos;

6. Avaliar se existe relacdo entre as expressdes de cada um desses
marcadores com o prognostico dos pacientes portadores de

condrossarcoma.
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3  CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram identificados 170 pacientes portadores de condrossarcoma a
partir do levantamento de prontuarios do Servigo de Arquivo Médico do
Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo entre o
periodo de 1953 a 2004. Foram coletados dados desses prontuarios, de
acordo com a ficha em anexo (Anexo 1).

A partir da casuistica levantada foi realizada a revisdo dos arquivos do
Departamento de Anatomia Patolégica do Centro de Tratamento e Pesquisa
Hospital do Cancer A. C. Camargo. Todos os casos foram revisados por um
unico patologista (Dra. Isabela Werneck da Cunha) para confirmacdo do
diagnéstico anatomopatolodgico e para classificagéo histologica.

Apbs revisdo anatomopatoldgica, foram incluidos 101 casos da
amostra inicial, com confirmagéo diagnostica, que possuiam blocos de
parafinas contendo fragmentos tumorais provenientes da biépsia original ou
da peca operatodria. As secgdes foram obtidas e coradas por hematoxilina e
eosina para a selecao da area representativa. A partir desta selecao foi

construido um bloco pela técnica de tissue microarray (TMA) .

FUNDAGAD !=.!§j_amto
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Construgao do Array de Tecido

O TMA foi construido utilizando-se o dispositivo técnico chamado de
“tissue microarrayer” (Beecher Instruments, Silver Springs, EUA). A area
identificada no bloco de parafina doador foi puncionada duas vezes com
agulha de 1mm e os cilindros obtidos foram transferidos para o bloco de
parafina receptor. Além dos fragmentos de tumor, foram também incluidos 5
amostras de tecido cartilaginoso normal, obtidas a partir de autdpsias, ou
pecas cirurgicas de pacientes ndo portadores de condrossarcoma e sem
envolvimento 6sseo ou da cartilagem articular. Um mapa para identificacado
detalhada de cada cilindro foi construido em planilha de Excel®, permitindo
a localizagao precisa de cada caso (Anexo 2). Um caso foi definido como
adequado quando o corte resultante ocupava pelo menos 25% da area total
do cilindro. Foram realizados cortes sequlienciais de 4um de espessura, que
foram colhidos em laminas adesivas oriundas da Instrumedics Inc
(Hackensack NJ, EUA). Para maximizar o uso do TMA, todos os cortes
foram colhidos em uma Unica sessdo e armazenados para uso posterior. O
controle do niumero de casos avaliaveis foi realizado pela coloracao de 1
lamina a cada 25 cortes e pela contagem de quantos cilindros estavam
presentes. O TMA foi considerado esgotado quando mais do que 25% das

amostras nao estavam presentes nos cortes.
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3.2.2 Imunoistoquimica

Os cortes obtidos foram submetidos a técnica imunoistoquimica para
deteccdo de marcadores listados na tabela 1. Foram realizadas as reacgoes
em duplicata. Considerando-se que os casos foram alocados no TMA em
duplicada, o mesmo caso foi analisado em 6 secg¢des diferentes, garantindo

a analise da heterogeneidade do tumor.

Tabela 1 - Anticorpos, clones, origens e diluicbes utilizadas.

Antigeno Clones Origem Diluigao
NOS1 N31030 Transduction 1:50
NOS2 N32020 Transduction 1:25
NOS3 N30020 Transduction 1:100
Nitrotirosina Dako 1:1000
COX-2 4H12 Novo Castra 1:3000
CD34 QBEnNd 10 Dako 1:50

As reacdes de imunoistoquimica foram realizadas nos cortes
histolégicos representativos da neoplasia, pela técnica de complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC, DAKO®).

As laminas foram previamente revestidas por solugdo de 3-
aminopripyltriethosy-silano (APTS-Sigma® A3648) diluida a 4% em acetona.
Os cortes histolégicos foram desparafinizados e preparados por passagens
sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperacdo antigénica pelo
calor com irradiagdo por panela de pressao utilizando-se tampao citrato
10mM pH 6.0 por 15 minutos, deixando mais 10 minutos a temperatura
ambiente. A seguir foi feito o bloqueio da peroxidase endégena com solugéo

de perdxido de hidrogénio a 3% (agua oxigenada 10 vol.) com trés trocas de
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5 minutos cada. A seguir, as laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios pesquisados, diluidos em titulos pré-estabelecidos (Tabela 3) em
tampao PBS contendo albumina bovina (BSA) 1% (SIGMA, A9647, USA) e
azida sodica (NaN3), 0,1% por 2 horas, em camara Umida, a temperatura
ambiente. Apds a incubacéo as laminas foram lavadas em tampao PBS com
trés trocas de 5 minutos cada. A seguir foram incubadas com o Link (DAKO
A/S, K0690, Denmark) por 30 minutos em temperatura ambiente, seguidas
por trés lavagens de 5 minutos em PBS, e incubacao com streptavidina HRP
(DAKO A/S, K0690, Denmark) por 30 minutos a temperatura ambiente.
Sofreram novas lavagens com PBS (trés de 5 minutos), e entao foram
reveladas com solugdo de Diaminobenzidina (DAB, Sigma®) a 60mg% e
contra coradas com hematoxilina de Harris (Merck®).

A leitura das laminas foi realizada em microscépio éptico comum e os
resultados foram classificados baseados nos escores utilizados por SOINI et
al. (2001) e KASPER et al. (2004), com algumas modificagbes. Foram
consideradas as marcagbes na célula tumoral quanto a intensidade da
reacgao e freqiiéncia de células positivas (Tabela 2). Para obter o escore final
(Tabela 3), multiplicamos a intensidade pela freqliéncia em todas as 6
secgoes, fizemos a somatéria desses valores, e dividimos por 6 (nimero de

sec¢des analisadas) (Equacéo 1).
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Tabela 2 - Escore para leitura imunoistoquimica das laminas.

Intensidade Freqgiiéncia

0: Negativo 0:<1%

1: Fraco 1:1% - 10%

2: Moderado 2:>10% - 50%

3: Forte 3: > 50% - 90%
4: > 90%

Equacao 1 - Calculo do escore final.

Escore Final = ¥ (Escore da intensidade x Escore da freqiiéncia) nas 6 secgdes

6 (Numero das secc¢des analisadas)

Tabela 3 - Escore final da leitura das laminas de imunoistoquimica.

Categoria Valores do escore (Equacdo1)
Negativa 0a19

Positiva Fraca 20a4,9

Positiva Média 50a9,0

Positiva Forte 91a12,0

Para a analise da angiogénese os cortes foram corados da maneira
tradicional, sem a utilizagdo do TMA, uma vez que esta anadlise é area
dependente.

A quantificacdo da angiogénese realizada através da marcagdo com
CD34, foi feita através de ocular estequiométrica, no aumento de 400x.
Foram identificadas as areas mais vascularizadas. A partir dessas areas,
conhecidas como “hot spot”’, foram contados 10 campos consecutivos. A
porcentagem de area vascular de um tumor foi o resultado da media

aritmética dos 10 campos. Também foram considerados o padrao dos vasos
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(pequenos, médios ou grandes) e a localizagdo dos vasos encontrados (intra

ou peritumoral) (AYALA et al. 2000).

3.2.3 Dados demograficos e clinicos

A idade dos 101 pacientes variou entre 11 e 73 anos (média 39,82).
Cinquenta e sete pacientes (56,4%) eram do sexo masculino e 44 (43,6%)
feminino.

Considerando os 65 pacientes dos quais havia informacao sobre o
grupo étnico, 54 (83,1%) eram brancos e 11 (16,9%) néo brancos.

Sessenta pacientes (59,4%) apresentavam tumor localizado no
segmento axial; 9 (8,9%) nos membros superiores e 32 (31,7%) nos
membros inferiores. O tamanho tumoral variou de 3 a 40 cm (média 13,29).

Na admissdo, 92 pacientes (91,1%) apresentavam doenca loco-
regional e 9 (8,9%) com doenga loco-regional e a distancia. Sessenta e trés
pacientes (62,4%) apresentavam-se com o tumor intacto ou submetido
apenas a bidpsia prévia. Vinte e nove (28,7%) tinham passado cirurgico e 9
(8,9%) haviam sido submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia prévia.

Considerando os 29 pacientes previamente operados, 20 (68,97%)
haviam sido submetidos a uma unica cirurgia e 9 (31,03%) pacientes
submetidos a cirurgias multiplas.

ApoOs a admissdo, 7 pacientes (6,9%) nao foram submetidos a
tratamento cirargico; 62 (61,4%) foram submetidos a ressec¢ao com
preservagao de membro; 23 (22,8%) a ressecgao sem preservagao de

membro e 8 (7,9%) a resseccdo marginal ou paliativa. Em relagéo as
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margens cirtrgicas, excluindo 10 casos em que nao havia este dado no
prontuario, 64 (76,2%) estavam livres e 20 (23,8%) comprometidas. Trinta e
trés pacientes (32,7%) receberam quimioterapia e/ou radioterapia neo ou
adjuvante.

Sessenta e um pacientes (60,4%) ndo apresentaram recidivas; 16
(15,8%) tiveram recidiva local; 5 (56%) recidiva a distancia; 8 (7,9%) local e a
distancia; 3 (3%) dos pacientes apresentaram recidiva local e metastase ao
diagndstico; 6 (5,9%) apenas com metastase no diagnodstico e 2 pacientes
nao tiveram o tumor primario tratado.

O perfil dos 101 pacientes da amostra pode ser avaliado na tabela 4.



Tabela 4 - Frequéncia das variaveis demograficas e clinicas.

Variavel Categoria N (%)
Idade <30 anos 30 29,7
31-45 anos 35 34,7
> 45 anos 36 35,5
Sexo Masculino 57 56,4
Feminino 44 43,6
Grupo étnico Branco 54 83,1
N&o branco 11 16,9
Localizacao Axial 60 59,4
Membros superiores 9 8,9
Membros inferiores 32 31,7
Tamanho =5cm 13 12,9
>5a10cm 23 22,8
>10a 15cm 18 17,8
>15¢cm 26 25,7
Ignorado 21 20,8
Situagdo admissao Intacto/biopsiado 63 62,4
Operado 29 28,7
Quimio e/ou radioterapia 9 8,9
Cirurgias prévias 0 72 713
1 20 19,8
=22 9 8.9
Status admisséao loco-regional 92 91,9
loco-regional e a distancia 9 8,9
Tto complementar HACC Quimio e/ou radioterapia 33 32,7
Nao 68 67,3
Cirurgia no HACC Nao 7 6,9
Com preservacéo de membro 62 61,4
Sem preservacao de membro 23 228
Marginal ou paliativa 8 7.9
Margens Livres 64 76,2
Comprometidas 20 19,8
Recidiva Nao 61 60,4
Local 16 15,8
Distancia 5 5,0
Local e distancia 8 79
Local e metastase ao diagnéstico 35 3,0
Metastase ao diagnostico 6 59
Primario nao tratado 2 2,0

Tto: tratamento; HACC: Hospital do Cancer A. C. Camargo

23
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De acordo com o estadiamento da Sociedade de Tumores
Musculoesqueléticos proposta por ENNEKING (1985), nenhum paciente
apresentava-se no estadio 1A; 14 (13,9%) no IB; 5 (5%) llA; 73 (72,3%) no

lIB e 9 (8,9%) no lll (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com o estadiamento.

Estadiamento de Enneking N (%)
1A 0 0
IB 14 13,9
1A 5 50
1B 73 72,3
11 9 8.9

Em relacdo a distribuicdo anatomopatolégica segundo o grau
histologico, os condrossarcomas de células claras foram agrupados nos de
grau I, e os condrossarcomas desdiferenciados e mesenquimais foram
agrupados nos de grau lll. A amostra consistia de 15 (14,9%) grau |, 63

(62,4%) grau Il e 23 (22,8%) grau lil (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com o grau histolégico.

Grau Histologico N (%)
| / baixo grau 15 14,9
[l / moderado grau 63 62,4

[l / alto grau 23 22,8
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No final do estudo, os pacientes foram classificados nas seguintes

categorias:

a. vivos sem cancer;

b. vivos com cancer,;

C. dbito pelo cancer ou por complicagdes do tratamento, incluindo obito

pos-operatoério (até 30 dias ap6s a cirurgia);

d. ébito por outras causas;

e. perdidos no seguimento (quando ndo se obteve informacdo em um
periodo maior que duas vezes o periodo estipulado pelo médico para

seu retorno).

3.2.4 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o uso do programa estatistico
“SPSS 12.0 for Windows”. Para analise da associacao entre as expressoes
das NOS e nitrotirosina; entre NOS, nitrotirosina e COX-2; entre NOS,
nitrotirosina, COX-2 e CD34; entre cada um dos marcadores e os graus
histologicos foi utilizado o teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher
quando necessario.

A sobrevida livre de doenca local, de doenga metastatica e global
foram analisadas pelo método de Kaplan-Meier, e a comparacao das curvas,
pelo teste de Log-rank.  Para a analise multivariada para as sobrevidas foi
utilizado o modelo de regressado de COX.

Foram considerados valores estatisticamente significativos, quando p

foi menor que 0,05.
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Z RESULTADOS

O periodo de seguimento variou de 0,76 a 437,24 meses, com meédia
de 87,01 meses: e mediana de 55,99 meses. Ao final, 51 (50,5%) estavam
vivos sem doenga; 3 (3%) vivos com cancer; 30 (29,7%) morreram em
decorréncia da neoplasia ou complicagao do tratamento; 7 (6,9%) morreram

de outras causas e 10 (9,9%) foram perdidos de vista (Tabela 7).

Tabela 7 - Situagéo clinica dos 101 pacientes portadores de condrossarcoma no final do
estudo.

Situagao Clinica N (%)
Vivos sem doenca 51 50,5
Vivos com céancer 3 3,0
Obitos por cancer ou complicagéo do tratamento 30 297
Obitos por outras causas 7 6,9
Perdidos no seguimento 10 9,9

Seguimento (meses): meédia 87,01; mediana 55,99 (0,76 a 437,24).

41 IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes imunoistoquimicas nas 5 amostras de tecido cartilaginoso
normal, para os marcadores estudados, apresentaram marcacdo de

intensidade fraca ou negativa (Tabela 8).

B =i



27

Tabela 8 - Reagdes imunoistoquimicas nas amostras de cartilagem normal.

Marcador N Intensidade Freqiiéncia Score Final
(Equacao 1)

NOS1 5 Positiva fraca <1% Negativa

NOS2 3 Negativa Negativa
2 Positiva fraca <1%

NOS3 5 Positiva fraca <1% Negativa

Nitrotirosina 5 Positiva fraca <1% Negativa

COX-2 2 Negativa Negativa
3 Positiva fraca <1%

Foi realizado uma analise estatistica prévia e constatado que havia
semelhanca histoldégica quando as expressdes eram positivas fraca, média e
forte nas NOS e nitrotirosina. Portanto, foram agrupadas da mesma forma
como positivas. Em relagcdo a COX-2, foi observado que as marcagdes
negativa e positiva fraca, comportavam-se de maneiras semelhantes e,
portanto foram agrupadas da mesma forma como negativas. Em relacao a
microcirculagdo foram considerados a presengca de vasos intra ou
peritumorais.

A imunorreatividade do NOS1 foi negativa em 34 condrossarcomas
(33,7%); positiva em 58 (57,4%) e nao foi avaliavel em 9 (8,9%). Dentre os
58 casos de expressao positiva, a marcagao foi evidenciada em 8 (13,8%)
casos no nucleo, 10 (17,2%) no citoplasma, e 40 (69,0%) no ntcleo e
citoplasma. Para a NOS2 foi negativa em 63 (62,4%); positiva em 31
(30,7%) e nao foi avaliavel em 7 (6,9%). Em todos os casos, a positividade
ocorreu no citoplasma. Na NOS3 foi negativa em 22 (21,8%); positiva em 72

(71,3%) e nao foi avaliavel em 7 (6,9%). Dentre os 22 casos de positividade,



a distribuicdo da marcagao ocorreu em 1 (1,4%) caso no nucleo, 37 (51,4%)
no citoplasma, e 34 (47,2%) no nucleo e citoplasma (Tabela 9 e 10).

A expressdo da nitrotirosina foi negativa em 18 (17,8%) dos
condrossarcomas; positiva em 56 (55,4%); e nao foi avaliavel em 27
(26,7%). Dentre os 56 casos com expressao positiva, em 39 (69,6%) casos a
marcagéo ocorreu no citoplasma; e em 17 (30,4%) no nucleo e citoplasma
(Tabela 9 e 10).

A imunoistoquimica para a COX-2 foi negativa em 56
condrossarcomas (55,4%); positiva em 37 (36,6%) e nado foi avaliavel em 8
(7,9%). Em todos os casos, a positividade da expressdo ocorreu no
citoplasma (Tabela 9 e 10).

A frequiéncia de vasos peritumorais foi de 74 (73,3%) e intratumorais

de 27 (26,7%) (Tabela 9 e 10).

Tabela 9 - Distribuicdo da frequéncia das expressbes avaliaveis das NOS, nitrotirosina,
COX-2 e CD34 nos condrossarcomas.

Marcadores Expressao N (%)
NOS1 Negativa 34 37,0
Positiva 58 63,0
NOS2 Negativa 63 67,0
Positiva 31 33,0
NOS3 Negativa 22 23,4
Positiva T2 76,6
Nitrotirosina Negativa 18 243
Positiva 56 78,7
COX-2 Negativa 56 60,2
Positiva 3T 39,8
CD34 Peritumorais 74 73,3

Intratumorais 27 26,7




Tabela 10 - Distribuicdo da frequéncia das expressdes avalidveis das NOS, nitrotirosina,
COX-2 e CD34 nos condrossarcomas, de acordo com a sua localizagéo.

Marcador Localizagdo da Expressao N (%)
NOS1 Ntcleo 8 13,8
Citoplasma 10 17,2
Nucleo e Citoplasma 40 69,0
NOS2 Citoplasma 31 100,0
NOS3 Ndcleo 1 1,4
Citoplasma 37 51,4
Nucleo e Citoplasma 34 472
Nitrotirosina Citoplasma 39 69,6
Nucleo e Citoplasma 17 30,4
COX-2 Citoplasma 37 100,0
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Figura 1 - Expressdao da NOS1, de intensidade forte, em >90% das células, em
condrossarcoma de grau lll. Objetiva com aumento de 200x.

Figura 2 - Expressdo da NOS2, de intensidade moderada, em >90% das células, em %fj:@/
v
condrossarcoma de grau Il. Objetiva com aumento de 200x. Ly oo C
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Figura 3 - Expressdo da NOS3, de intensidade forte, em >90% das células, em
condrossarcoma de grau Il. Objetiva com aumento de 200x.

Figura 4 — Expressao da nitrotirosina, de intensidade moderada, em >90% das células, em
condrossarcoma de grau Il. Objetiva com aumento de 100x.
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Figura 5 - Expressdo da COX-2, de intensidade forte, em >90% das células, em

condrossarcoma de grau lll. Objetiva com aumento de 200x.

Figura 6 - Expressio de CD34, nos vasos intratumorais. Objetiva com aumento de 400x.
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Figura 7 — Expressdes de
(@) NOS1 (200x); (b) NOS2
(400x); (c) NOS3 (200x); (d)
nitrotirosina (400x) e (e)
COX-2 (200x) com
intensidades positivas
fracas, em <1% das células
em amostras de cartilagem
normal.




4.1.1 Analises das associagoes entre NOS e nitrotirosina

As expressdes das NOS1, NOS2 e NOS3 apresentaram associacao

com a expressdo da nitrotirosina nos condrossarcomas (p=0,039; p=0,045 e

p<0,001, respectivamente) (Tabela11)

Tabela 11 - Associagdo entre NOS1, NOS2 e NOS3 com nitrotirosina
condrossarcomas.
Marcador Expressao Nitrotirosina p
Negativa
N (%) N (%)
NOS1 Negativa 9 40,9 13 59,1 0,039
Positiva 9 18,0 41 82,0
NOS2 Negativa 15 31,9 32 68,1 0,045
Positiva 3 1.3 24 88,9
NOS3 Negativa 10 66,7 5 33,3 <0,001
Positiva 8 13,8 50 86,2

4.1.2 Analises das associagdes entre NOS e nitrotirosina com COX-2

As expressdes das NOS1, NOS2 e NOS3 apresentaram associagéo

com a expressao de COX-2 nos condrossarcomas, com p=0,001; p<0,001 e

p<0,001, respectivamente (Tabela 12).



Tabela 12 - Associacdo entre as expressdes das NOS1, NOS2, NOSS3 e nitrotirosina com
COX-2 nos condrossarcomas.

Marcador Expresséao COX-2 p
Negativa Positiva
N (%) N (%)
NOS1 Negativa 28 82,4 6 17,6 0,001
Positiva 25 45,5 30 54,5
NOS2 Negativa 44 73,3 16 26,7 <0,001
Positiva 9 31,0 20 69,0
NOS3 Negativa 21 95,5 1 4,5 <0,001
Positiva 33 48,5 35 51,5
Nitrotirosina  Negativa 13 72,2 5 27,8 0,150
Positiva 28 52,8 25 47,2

4.1.3 Analises das associagoes entre NOS, nitrotirosina e COX-2 com a

microcirculacao
Todos os marcadores (NOS1, NOS2, NOS3, nitrotirosina e COX-2)
mostraram associagdo com CD34 (microcirculagédo), com p<0,001; p=0,003;

p=0,006; p=0,002 e p=0,002; respectivamente (Tabela 13).
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Tabela 13 - Associacdo entre as expressdes das NOS1, NOS2, NOS3, nitrotirosina e COX-
2 com a microcirculagéo (CD34) nos condrossarcomas.

Marcador Expressido CD34 p
Peritumorais Intratumorais
N (%) N (%)
NOS1 Negativa 33 97,1 1 29 <0,001
Positiva 33 56,9 25 43,1
NOS2 Negativa 51 81,0 12 19,0 0,003
Positiva 16 51,6 15 48,4
NOS3 Negativa 21 95,5 1 4.5 0,006
Positiva 47 65,3 25 34,7
Nitrotirosina  Negativa 17 94,4 1 5,6 0,002
Positiva 30 53,6 26 46,4
COX-2 Negativa 47 83,9 9 16,1 0,002
Positiva 20 54,1 17 45,9

4.1.4 Analises das associagdes entre NOS, nitrotirosina, COX-2 e a

microcirculagao com a gradagao histologica

As expressbes da nitrotirosina, COX-2 e CD34 (microcirculagdo)
apresentaram relacdo com a gradagao histolégica nos condrossarcomas,
com p=0,022; p=0,014 e p=0,028 respectivamente; enquanto as NOS1,
NOS2 e NOS3 nao apresentaram associagao estatisticamente significativas

(Tabela 14).



Tabela 14 - Analise da associagdo entre as expressées da NOS1, NOS2, NOS3,
nitrotirosina, COX-2 e CD34, com a gradagéo histoldgica nos condrossarcomas.

Marcador Expressao Grau Histolégico p
Baixo Moderado Alto
N (%) N (%) N (%)
NOS1 Negativa 3 8,8 25 73,5 6 17,6 0,348
Positiva 9 15,5 34 58,6 15 25,9
NOS2 Negativa 10 15,9 42 66,7 11 17,5 0,075
Positiva 3 9,7 16 51,6 12 38,7
NOS3 Negativa 2 9,1 16 72,7 4 82 0610
Positiva 9 12,56 44 61,1 19 26,4
Nitrotirosina  Negativa 3 16,7 15 83,3 0 0 0,022
Positiva 7 12,5 31 55,4 18 32,1
COX-2 Negativa 9 16,1 39 69,6 8 14,3 0,014
Positiva 3 8,1 19 51,4 15 40,5
CD34 Peritumorais 11 14,9 51 68,9 12 16,2 0,028
4

Intratumorais 14,8 12 44 4 11 40,7

4.2 ANALISES DE SOBREVIDAS

4.2.1 Sobrevida livre de doenca local
As taxas de sobrevida livre de doenga local para os 101 pacientes
portadores de condrossarcoma, aos 5 e 10 anos, foram respectivamente de

70,38% e 63,22% (Figura 8).
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Figura 8 - Curva atuarial de sobrevida livre de doenca local para os 101 pacientes
portadores de condrossarcoma.

Dentre as variaveis clinicas, cirurgicas e anatomopatologicas, as
margens cirurgicas € a NOS2 influenciaram significativamente a sobrevida

livre de doenca local (p=0,015 e p=0,038, respectivamente) (Tabela 15).
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Tabela 15 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga local em &5 e 10 anos de
acordo com variaveis clinicas, cirurgicas e anatomopatologicas.

Variavel Categoria Probabilidade de p
Sobrevida Livre de (Log rank)
Doencga Local

5 &25]5 10 @/FJBJS

Idade < 30 anos 75,66 75,66 0,170
31 -45 anos 60,20 60,20
> 45 anos 74,79 50,78

Localizacdo Axial 61,36 53,44 0,137
M. superiores 75,00 60,00
M. inferiores 86,07 86,07

Margens Livres 77,11 74,03 0,015
Comprometidas 63,56 27,81

Status admissdo  Loco-regional 71,58 64,25 0,190
Loco-regional e a distancia 60,00 60,00

Cirurgias prévias 0 75,54 65,06 0,487
1 67,94 61,76
=2 55,56 55,56

Situacao admisso  Intacto/biopsiado 78,53 69,81 0,303
Operado 62,96 58,46
Qt e/ou Ritx 58,33 38,89

Grau | 92,86 92,86 0,139
I 66,03 58,05
1] 65,42 57,24

Est. Enneking IB 92,31 92,31 0,188
A 66,67 66,67
B 67,38 57,54
1l 60,00 60,00

NOS1 Negativa 76,37 72,35 0,256
Positiva 68,33 63,45

NOS2 Negativa 75,87 69,40 0,038
Positiva 52,83 39,62

NOS3 Negativa 60,84 60,84 0,662
Positiva 75,14 65,49

Nitrotirosina Negativa 67,03 67,03 0,831
Positiva 73,84 64,96

CD34 Peritumoral 70,86 68,42 0,515
Intratumoral 69,30 51,33

COX-2 Negativa 74,69 71,45 0,186
Positiva 68,02 51,01

M.: membros; Qt: quimioterapia; Rxt: radioterapia; Est.: estadiamento.



40

De acordo com as margens cirurgicas, as taxas de sobrevida livre de
doenca local quando as margens estavam livres foram de 77,11% e 74,03%
aos 5 e aos 10 anos, respectivamente. E quando estavam comprometidas,

foram de 63,56% e 27,81%, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9 - Curva atuarial de sobrevida livre de doenca local para os 84 pacientes portadores
de condrossarcoma de acordo com as margens cirirgicas.
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De acordo com a variavel NOS2, a sobrevida livre de doenca local
aos 5 e aos 10 anos foram respectivamente de 75,87% e 69,40%, quando
nao havia expressdo da NOS2; e quando sua expressao estava positiva

foram de 52,83% e 39,62%, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10 - Curva atuarial de sobrevida livre de doenga local para os 94 pacientes
portadores de condrossarcoma de acordo com a expressédo imunoistoquimica de NOS2.
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4.2.2 Sobrevida livre de doenga metastatica
As taxas de sobrevida livre de doenga metastatica para os 101
pacientes portadores de condrossarcoma, aos 5 e aos 10 anos, foram

respectivamente de 84,23% e 80,72% (Figura 11).
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Figura 11 - Curva atuarial de sobrevida livre de doenca metastética para os 101 pacientes
portadores de condrossarcoma.

De acordo com as variaveis clinicas, cirurgicas e anatomopatoldgicas,
a expressao de NOS1 e NOS2 influenciaram a sobrevida livre de doenca

metastatica (p=0,022 e p=0,017; respectivamente) (Tabela 16).
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Tabela 16 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenga metastatica para as
variaveis clinicas, cirtrgicas e anatomopatolégicas para os 101 pacientes portadores de

condrossarcoma.

Variavel Categoria Probabilidade de Sobrevida
Livre de Doencga Metastatica (Log rank)
5 anos 10 anos
(%) (%)

Idade < 30 anos 91,67 91,67 0,259
31 -45 anos 77,09 77,09
> 45 anos 82,64 72,31

Localizagéo Axial 86,80 86,80 0,448
M. superiores 75,00 50,00
M. superiores 82,90 82,90

Margens Livres 85,21 80,73 0,936
Comprometidas 84,62 84,62

Cirurgias prévias 0 82,19 75,34 0,508
1 88,89 88,89
22 87,50 87,50

Situagcéo admisséo  Intacto/biopsiado 83,35 83,35 0,151
Operado 87,91 87,91
Qt e/ou Rxt 80,00 53,33

Grau | 90,00 90,00 0,824
Il 82,69 77,52
1]l 84,38 84,38

Est. Enneking B 90,00 90,00 0,852
A 66,67 66,67
1B 84,30 79,34

NOS1 Negativa 93,44 93,44 0,022
Positiva 72,79 66,18

NOS2 Negativa 89,69 85,61 0,017
Positiva 62,49 62,49

NOS3 Negativa 94,12 94,12 0,162
Positiva 79,66 75,68

Nitrotirosina Negativa 92,31 92,31 0,376
Positiva 83,51 77,94

CD34 Peritumoral 83,48 83,48 0,818
Intratumoral 86,27 73,95

COX-2 Negativa 85,53 80,19 0,906
Positiva 82,05 82,05

M.: membros; Qt: quimioterapia; Rxt: radioterapia; Est.: estadiamento
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De acordo com a NOS1, a sobrevida livre de doenca metastéatica aos

5 e aos 10 anos foram de 93,44% quando sua expressao era negativa; e de

72,79% aos 5 anos e de 66,18% aos 10 anos, quando sua expressdo estava

positiva (Figura 12).
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Figura 12 - Curva atuarial de sobrevida livre de doenca metastatica para os 92 pacientes

portadores de condrossarcoma de acordo com a expressdo imunoistoquimica de NOS1.
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4.2.3 Sobrevida global
As taxas de sobrevida global para os 101 pacientes portadores de
condrossarcoma, aos 5 e aos 10 anos, foram respectivamente de 66,66% e

59,40% (Figura 14).
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Figura 14 - Curva atuarial de sobrevida global para os 101 pacientes portadores de

condrossarcoma.



47

De acordo com as variaveis clinicas, cirurgicas e anatomopatologicas,
a idade, o status na admissao, o estadiamento segundo ENNEKING (1985),
a NOS1 e a NOS2, influenciaram a sobrevida global dos pacientes
portadores de condrossarcoma, com p= 0,024; p<0,001; p<0,001; p=0,007 e

p<0,001; respectivamente (Tabela 17).
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Tabela 17 - Probabilidade acumulativa de sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com
variaveis clinicas, cirurgicas e anatomopatolégicas em 101 pacientes portadores de

condrossarcoma.

Variavel Categoria Probabilidade de ¢]
Sobrevida Global (Log rank)
5{%05 1?0735105

Idade < 30 anos 83,52 78,88 0,024
31-45 anos 63,45 54,70
> 45 anos 57,09 48,60

Localizagéo Axial 65,57 57,80 0,978
M. superiores 77,78 66,67
M. inferiores 64,65 60,03

Margens Livres 74,48 69,89 0,111
Comprometidas 59,09 46,53

Status admisséo Loco-regional 73,16 65,09 <0,001
Loco-regional e a distancia 11,11 11,11

Cirurgias prévias 0 63,45 56,38 0,304
1 79,41 68,82
=2 64,81 64,81

Situacéo admissao Intacto/biopsiado 64,65 56,54 0,160
Operado 74,63 66,77
Qt e/ou Rxt 55,56 55,56

Grau I 77,92 77,92 0,608
Il 62,51 56,04
1 71,23 5427

Est. Enneking IB 84,62 84,62 <0,001
A 66,67 66,67
B 71,02 60,88
1 11,11 11,11

NOS1 Negativa 81,58 78,03 0,007
Positiva 57,54 48,27

NOS2 Negativa ;25 75,16 <0,001
Positiva 47,25 19,69

NOS3 Negativa 85,00 78,94 0,073
Positiva 63,31 56,76

Nitrotirosina Negativa 86,15 77,54 0,064
Positiva 60,98 55,44

CD34 Peritumoral 66,80 59,31 0,581
Intratumoral 67,76 60,99

COX-2 Negativa 74,28 67,30 0,143
Positiva 61,26 55,69

M.: membros; Qt.: quimioterapia; Rxt.: radioterapia; Est.: estadiamento.
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A sobrevida global aos 5 e aos 10 anos para pacientes até 30 anos de
idade foram respectivamente de 83,52% e 78,88%, pacientes acima de 30
anos até 45 anos, a sobrevida global aos 5 anos foi de 63,45% e aos 10
anos, de 54,70%; e para os pacientes acima de 45 anos, foi de 57,09% aos

5 anos e 48,60% aos 10 anos (p=0,024) (Figura 15).
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Figura 15 - Curva atuarial de sobrevida global para os 101 pacientes portadores de
condrossarcoma de acordo com a idade na admissio.
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De acordo com o status do paciente na admiss&o a sobrevida global

aos 5 e aos 10 anos, foram respectivamente de 73,16% e 65,09%, quando a

doenca era loco-regional e de 11,11% aos 5 e aos 10 anos, quando era loco-

regional e a distancia (p<0,001) (Figura 16).
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Figura 16 - Curva atuarial de sobrevida giobal para os 101 pacientes portadores de

condrossarcoma de acordo do o status na admissao.
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De acordo com o estadiamento de ENNEKING (1985), a sobrevida
global aos 5 e 10 anos foram de 84,62% no estadio IB; 66,67% no lIA;
71,02% aos 5 anos e 60,88% aos 10 anos no estadio lIB e de 11,11% aos 5

anos no estadio Il (Figura 17).
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Figura 17 - Curva atuarial de sobrevida global para os 101 pacientes portadores de
condrossarcoma de acordo com o estadiamento segundo a Sociedade de Tumores
Musculoesqueléticos.



Em relagéo a expressdo da NOS1, a sobrevida global aos 5 e aos 10
anos foram respectivamente de 81,58% e 78,03% quando negativa; e de

57,54% aos 5 anos e de 48,27% aos 10 anos quando positiva (Figura 18).
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Figura 18 - Curva atuarial de sobrevida global para os 92 pacientes portadores de

condrossarcoma de acordo com a expressio imunoistoquimica de NOS1.

o
Guen ®

g 198

a0 Y e
V088 el
9 a3 eﬁlwccz-
W



53

De acordo com a expressdo da NOS2, a sobrevida global aos 5 e aos
10 anos foram respectivamente de 77,25% e 75,16% quando a expressao
estava negativa; e foram de 47,25% aos 5 anos e de 19,69% aos 10 anos

guando a expressao estava positiva (Figura 19).
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Figura 19 - Curva atuarial de sobrevida global para os 94 pacientes portadores de
condrossarcoma de acordo com a expressdo imunoistoquimica da NOS2.




54

4.2.4 Analise multivariada
Apds a analise multivariada as margens cirtrgicas e a expressao da
NOS2 foram varidveis independentes que estiveram associadas

significativamente com menor sobrevida livre de doenca local (Tabela 18).

Tabela 18 - Analise multivariada para sobrevida livre de doenca local.

Variavel Categoria RR IC 95% p

NOS2 Negativa 1,0 Ref. 0,044
Positiva 2.5 1,0-6,1

Margens Livres 1,0 Ref. 0,032
Comprometidas 2,6 1,1-6,2

As expressdes das NOS1 e NOS2 foram variaveis dependentes
associadas com menor sobrevida livre de doenga metastatica. A interacao
entre as duas variaveis apresentavam significadncia quando ambas estavam

com expressoes positivas (Tabela 19 e Figura 20).

Tabela 19 - Analise multivariada para sobrevida livre de doenca metastatica para a
interacdo das variaveis NOS1 e NOS2.

Variavel Categoria RR IC 95% p

NOS1 e NOS2 Negativa/Negativa 1,0 Ref.
Negativa/Positiva ou Positiva/Negativa 24 04-13,1 0,312
Positiva/Positiva 7.8 156-39,2 0,013
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Figura 20 - Curva atuarial de sobrevida livre de doenca metastatica nos 89 pacientes
portadores de condrossarcoma, de acordo com a interacdo entre NOS1 e NOS2 nos
condrossarcomas.

A expressdo da NOS2 e o status na admissdo foram variaveis
independentes que estiveram associados significativamente com menor
sobrevida global. A analise da interacdo entre NOS1 e NOS2 apresentou
associacdo com menor sobrevida global quando pelo menos uma das

expressoes estava positiva (Tabela 20 e Figura 21).
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5 DISCUSSAO

O prognéstico dos pacientes portadores de condrossarcoma pode ser
variavel e esta baseado na agressividade biolégica do tumor (RIZZO et al.
2001). A literatura enfatiza que o sucesso no tratamento desses pacientes
depende do diagnostico acurado e na ressecgao completa da lesédo (RIZZO
et al. 2001; KREICBERGS et al. 1982; DORFMAN e CZERNIAK 1997;
BERTONI et al. 2002; DORFMAN et al. 2002). Muitas vezes o desafio esta
em obter o diagnostico histolégico preciso baseado na bidpsia, e que permita
o planejamento adequado do tratamento (HEALEY e LANE 1986).

No presente estudo, embora as margens cirurgicas apresentam
associacao com a sobrevida livre de doenga local, o mesmo nédo ocorreu
com a sobrevida livre de doenga metastatica e com a sobrevida global,
diferentemente dos resultados encontrados por RIZZO et al. (2001), LEE et
al. (1999) e GITELIS et al. (1981), porém esses autores consideraram as
margens baseadas nos tipos de ressecgdes cirlrgicas propostas, e ndo nas
margens segundo a avaliagao histoloégica, como foi o caso deste estudo.

O grau histoldgico esteve associado com a sobrevida livre de doencga
metastatica e global segundo GITELIS et al. (1981); e mostrou ser uma
variavel independente para a sobrevida livre de doenga metastatica e
sobrevida global no levantamento realizado por LEE et al. (1999). No estudo
de RIZZO et al. (2001), ndo houve associacdo entre esta variavel e a

sobrevida livre de doencga local, metastatica ou global. Entretanto, nesses
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trés trabalhos, as analises foram realizadas com os graus Il e lll agrupados.
REITH et al. (2003) encontraram associagdo com a sobrevida global ao
avaliar os graus | e Il agrupados. No presente estudo, a gradagéo foi
mantida nas 3 escalas, e ndo houve associagdo entre a gradagao histologica
e sobrevida livre de doencga local, metastatica ou global.

DOI et al. (1996) verificaram a expressao de NOS2 nos tumores
solidos de camundongos. CESARE et al. (1998) observaram que os
condrossarcomas de camundongos e de cultura de células de
condrossarcoma humano, proveniente de paciente com estadiamento de
Enneking lIA, também expressavam NOS2. O presente estudo, demonstra
gue os condrossarcomas humanos sdo capazes de expressar NOS1, NOS2
e NOS3; e que essas enzimas podem estar ativas, uma vez que ha
expressao de nitrotirosina e houve associagao estatisticamente significativa
entre NOS1, NOS2, NOS3 com a nitrotirosina, com p= 0,039; p=0,045 e
p<0,001; respectivamente. Dessa forma, pode haver producdo de NO e de
peroxinitrito.

DICKENS et al. (2002) mostraram que os osteossarcomas e o tumor
de Ewing expressam COX-2. Em concordancia com os resultados
encontrados por SUTTON et al. (2004) nos condrossarcomas, este trabalho
comprova que os condrossarcomas expressam COX-2.

Estudos afirmam que o NO pode estimular a produgdo da COX-2
(LANDINO et al. 1996; KONG et al. 2002). Segundo KONG et al. (2002),
particularmente o NO produzido a partir da NOS2 estaria envolvido neste

processo. HARA e OKAYASU (2004) encontraram associagao entre COX-2
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e NOS2 nos astrocitomas. Este estudo mostra que nos condrossarcomas,
além da NOS2, a NOS1 e NOS3 também podem estar envolvidas na
estimulacdo da produgdo de COX-2, uma vez que houve associagao
estatisticamente significativa entre COX-2 com NOS1 (p=0,001); com NOS2
(p<0,001) e com NOS3 (p<0,001). Entretanto, este estimulo previamente
descrito por LANDINO et al. (1996) através do peroxinitrito, e portanto da
nitrotirosina ndo se confirmou neste estudo, uma vez que nao houve
associacao estatisticamente significativa entre nitrotirosina e COX-2
(p=0,150).

De acordo com os resultados de TSUJII et al. (1998) e UEFUJI et al.
(1998), a COX-2 e a NOS2 estao relacionados com a angiogénese. HARA e
OKAYASU (2004) encontraram associacao entre COX-2 e a microcirculacao
nos astrocitomas, e entre NOS2 e a microcirculagdo apenas nos
astrocitomas de alto grau. KASPER et al. (2004) também encontraram
aumento da expressdo da COX-2 e NOS2 nos adenocarcinomas de
pancreas, porem sem nenhuma relagdo com a microcirculagdo. KONG et al.
(2002) apesar de terem encontrado associagdo entre NOS2 e COX-2, no
estudo em adenocarcinomas de pancreas, ndo encontraram relacdo
estatisticamente significativa com CD34. O estudo realizado por DOI et al.
(1996) com tumores so6lidos de camundongos concluiram que existe relagéao
entre expressao de NOS2 e aumento da permeabilidade vascular e fluxo
sangilineo, que resultaria no crescimento tumoral. O estudo realizado por
FURUMATSU et al. (2002) com linhagem de células de condrossarcomas de

humanos verificou que estas secretam o fator de crescimento vascular
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endotelial, que por sua vez, estimulam a proliferagdo e migracao de células
endoteliais. No presente estudo, nos condrossarcomas humanos as
expressdes de COX-2 e NOS2 também estdao relacionadas com a
microcirculagdo (CD34), com valor estatisticamente significativo (p=0,002 e
p=0,003; respectivamente). E, a NOS1 e a NOS3 também estao associadas
a expressao de CD34 e, portanto com a angiogénese (p<0,001 e p=0,006;
respectivamente). Além disso, a nitrotirosina cuja expressao esta
relacionada com as NOS, também mostrou associagdo com CD34
(p=0,002).

Porém, a analise da relagcdo desses marcadores com o0s graus
histolégicos demonstrou valores estatisticamente significativos apenas com
a nitrotirosina, COX-2 e CD34 (p=0,022; p=0,014 e p=0,028;
respectivamente). Talvez, as expressées das NOS encontradas nos
condrossarcomas sejam apenas suficientes para a producao da nitrotirosina,
estimulo da COX-2 e da angiogénese, sem envolvimento direto da NOS com
o grau histolégico. A associacdo, entre microcirculacao e grau histolégico,
encontrada neste estudo esta de acordo com os resultados encontrados por
AYALA et al. (2000). Entretanto, estes autores encontraram vasos
intratumorais somente nos condrossarcomas de alto grau, e a densidade dos
vasos peritumorais estavam relacionadas com os diferentes graus
histolégicos. O presente estudo mostra que havia relacdo entre o grau
histologico e a presen¢a de microcirculagao intratumoral.

No entanto, nenhum dos marcadores relacionados com o0s graus

histologicos mostrou associagdo com a sobrevida livre de doenga local,
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metastatica ou global. O que esta de acordo com nossos resultados, uma
vez que em nossa amostra o grau histolégico ndo mostrou associagdo com
nenhuma das sobrevidas.

DICKENS et al. (2002) ao analisarem a relagdo entre COX-2 e
classificagdo histolégica, estadimento clinico e sobrevida, nos
osteossarcomas e tumor de Ewing, também n&o encontraram valor
estatisticamente significativo naqueles tumores.

Por outro lado, em nosso estudo, a NOS2 mostrou ser uma variavel
independente associada com menor sobrevida livre de doenga local; e
quando ela esta expressa juntamente com a NOS1, estdo associadas com
menor sobrevida livre de doenga metastatica. Diferente dos resultados
encontrados por CESARE et al (1998), em que a NOS2 dos
condrossarcomas de camundongos e condrossarcoma humano estadio IIA
estariam relacionadas com menor potencial metastatico, porém essas
conclusdes foram baseadas nos condrossarcomas dos camundongos que
sao tumores bem diferenciados; e o condrossarcoma humano estudado foi
proveniente de um unico paciente, o qual € insuficiente para tal conclusao.

O estudo de KONG et al. (2002), com pacientes portadores de
adenocarcinomas de pancreas, ndao encontrou relagdo da COX-2 e NOS2
com a sobrevida. Em nossa amostra, as expressées das NOS1 e/ou NOS2
estdo associadas com menor sobrevida global nos condrossarcomas.
EKMEKCIOGLU et al. (2000) também encontraram associagédo da NOS2

com menor sobrevida nos melanomas metastaticos, e também encontraram
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menor sobrevida nos melanomas que expressavam nitrotirosina, o que nao
se confirmou nos condrossarcomas analisados no nosso estudo.

Segundo AYALA et al. (2000) os vasos peritumorais estariam
envolvidos com o crescimento tumoral, enquanto os vasos intratumorais
poderiam estar envolvidos com o potencial metastatico. Em nosso estudo
entretanto, ndo houve relagdo entre a microcirculagdo e as sobrevidas. O
estudo da angiogénese em outros tumores 6sseos, tumores gigantocelulares
(SULH et al. 1996) e osteossarcomas (MANTADAKIS et al. 2001), também
nao demonstraram essa relagdo. Esse resultado reforga a afirmacao de
SULH et al. (1996) de que outros mecanismos néo diretamente relacionados

com a angiogénese devem estar envolvidos com o seu progndstico.
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5 CONCLUSOES

1. Os condrossarcomas expressam NOS1, NOS2, NOS3, nitrotirosina,
COX-2 e CD34;
2. As expressoes das NOS1, NOS2 e NOS3 estao relacionadas com a

expressao de nitrotirosina nos condrossarcomas;

3. As expressdes das NOS1, NOS2 e NOS3 estao relacionadas com a
expressdo da COX-2 nos condrossarcomas;

4. As expressodes das NOS1, NOS2, NOS3, nitrotirosina e COX-2 estao
relacionadas com a expressao de CD34 e, portanto com a
microcirculagao;

5. As expressdes da nitrotirosina, COX-2 e CD34 estao relacionadas
com os graus histolégicos nos condrossarcomas;

6. Relacao das expressées dos marcadores com o prognostico:

a. A expressdo positiva da NOS2 estd associada com menor
sobrevida livre de doenc¢a local nos condrossarcomas;

b. As expressdes conjuntas das NOS1 e NOS2 estdo associadas
com menor sobrevida Ilivre de doenca metastatica nos
condrossarcomas;

c. As expressdes positivas das NOS1 e/ou NOS2 estdo associadas

com menor sobrevida global nos condrossarcomas.
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Anexo 1 - Ficha do Paciente

1. Numero do estudo: —
2. Registro Hospitalar: | | I | I | I I |
3. Nome:
4. ldade a admissao: I |
5. Profiss&o: I |
6. Endereco No apto
CEP| | [ I I I I I I
cidade estado
7. Telefone:

| | | | | | | I | | |
8. Sexo (1) maculino  (2) feminino | |
9. Data de Nascimento I | | |
10. Grupo étnico (1) branco (2) negro (3) amarelo (99) Ign | |

11. Data da Admisséao | | | |
12. Primeiro Sintoma: [

(1) massa/aumento de volume (2) dor (3) restricao funcional
(4) incidentaloma (5) outro tumor 6sseo-cartilaginoso
(8) outros (99) Ign
13.Trauma prévio (1) sim (2) nao (99) Ign [ |
14.Tratamento prévio ndo oncoldgico: | [
(0) nao (1) ATB/AINH/Analgésico/outra medicacao (2)FST/calor/gelo
(3) drenagem (8) outro (99) Ign

15.Situagdo a admisséo (tto prévio):
(1) intacto (2) biopsiado (3) operado (4) QT (5) RxT (8) outro (99) Ign
16.Situagao dos operados fora a admisséao (status local)
(1) Tu residual ndo pode ser avaliado (Rx)
(2) Sem Tu residual macro (R0)
(2) Tu residual micro (R1)
(4) Tu residual macro (R2)(menos de 3 meses)
(5) Recidiva local (mais de 3 meses)
(99) nao operado fora/lgn
17.Conduta nos casos operados fora, sem Tu resid macro (R0)
(1) observacao (2) cirurgia (ampliagdo de margens)
(99) Nao operado fora/Nao operado no H.A C.C./Ign
18. Situacdo a admisséo (status da doenca) I

(1) doenga loco-regional (2) doenca loco-regional e a distancia
(3) doenga a distancia sem doenca loca(4) recidiva loco-regional
(99) Ign
19. Localizagao: | |
(1) cabeca e pescogco  (2) Umero (3) ulna (4) radio
(5) fémur (6) tibia (7) fibula (8) bacia
(9) coluna (10) méao (11) pé (12) outro (99) Ign
20.Segmento 6sseo | |
(0) nao aplicave (1) proximal (2) terco médio
(3) distal (99) Ign
21.Localizagdo anatémica | |
(0) ndo aplicavel (1) epifise (2) metafise  (3) diafise (99) Ign
22.Tamanho do Tu primario (maior eixo): | |lcm
(99) Ign
23.Fonte do tamanho do Tu primario | |
(1) clinica (2) radiolégica (3) anatomopatolégica (99) Ign
24 Tamanho da recidiva (maior eixo): I lcm

(99) Ign



25.Fonte do tamanho da recidiva: [ |

(1) clinico (2) radioldgica (3) anatomopatologica (99) Ign

26.Numero de cirurgias prévias: | |
(99) Ign

27 Ressecabilidade no exame loco-regional [ |
(1) ressecavel (2) ndo ressecavel (99) Ign/sem tu residual

28.Tto pré-operatério | |
(1) sim (2) ndo (99) Ign

29.0peragéo realizada no H.A.C.C. | |

(0) nao (1) resseccao com substituicéo parcial

(2) resseccdo com substituicao total (3) ressecgéo com solugéo biolégica

(4) amputacao (5) desarticulacéo

(6) curetagem simples (7) curetagem com enxerto

(8) curetagem com cimento (9) hemipelvectomia interna

(10) Tikhoff-Linberg (11) resseccéo simples (99) Ign

30.Data da cirurgia I | | |
31.Complicacao operatoria (até 30 PO) | |

(0) néo (1) locais (infecg@o/deiscéncial/colecdo/necrose)
(2) sistémica (3) obito
(99) Ign

32.Tto adjuvante ou complementar: | |
(1) sim (2) ndo (99) Ign

33.Recidiva até a data da ultima consulta | |
(0) nao (1) local (2) distancia  (99) Ign/primario ndo tratado

34.Data da recidiva local (para os tratados no HA C.C.) | | | |
35.Tto cirtrgico da recidiva local | [
(1) resseccdo sem amputagao (2) ressecgdo com amputacéo

(3) irressecavel (8) outro (99) Ign/né&o recidivou
36.Tto da recidiva local | |

(0) néo tratou (1) cirurgia

(8) outro (99) lgn/n&o recidivou

37.Data da detecgéo da primeira metastase | | [ |
38.Local da metastase

(0) ndo teve (1) pulméo (2) linfonodos (3) ossos
(4) figado (8) outro (99) Ign

39.Tto da metastase |
(0) nao tratou (1) cirurgia (8) outro (99) Ign/nao recidivou

40.Data da ultima consulta I I I I
41.Status nesta data

(1) vsed (2) vced (3) moca (4) oc (7) pv
42.Grau de malignidade histolégica

(1) baixo grau (2) moderado (3) altograu  (99) Ign
43. Margens AP (relacionado a 1*. cirurgia no H. A C. C)

(1) livres (2) Comprometidas (99) Ign/n&o operado
44, Estadiamento

(1A (2)IB (3)IIA (4)1IB (B)IIl  (99) Ign
45. numero do AP revisdo de lamina I I I
46. numero do AP da biopsia | | | [ | | | | | I
47. nimero da peca I | | I I | I | | I
48. segundo primario

(0) nao (1) sim (99) Ign




Anexo 2 - Planilha dos 101 pacientes portadores de condrossarcoma para identificacdo nas laminas de TMA, em duplicata
(com o numero e/ou letra de identificagao da lamina e em negrito o nimero do caso correspondente).

A B C D E F G H I J K L M IN 0O P
Liver 22399 |40376 |68285 (74314 [74641 |75032 |75467 |76940 |79466 (82243 84823 [87614 |103599 (112937 |115544
1|Core A C D B A C B A B B
146 145 144 123 137 134 158 25 26 143 148 135 82 109 29
116706 |132486 (141065 |150311 |[151788 [155016 161535 [163055 163101 |168645 |169584 [176925 (180843 [205188 [207754
2 D B B D A
181 124 52 142 78 84 131 132 118 54 153 88 79 55 140
214498 [230551 (234319 |279756 [287487 [291095 [293587 [294592 295084 |295939 (304084 (305373 |306323 [308795 |310970 |310981
3B B A A2 A C B B C
85 119 60 33 103 97 117 111 113 128 104 94 36 34 102 100
311721 |311811 [316115 321747 (323413 327043 |331247 (331730 (335003 |336354 (336372 336595 |[337150 337313
4 B B k= D B A A G Q C
99 114 41 89 90 93 92 49 38 44 47 48 22 45
337521 |337908 |340501 (340514 |340681 [B97 B97 B97 B97 B97 B97 B98 B98 B98 B98 B98
5|C A A B 1323A |1956A |4396A |6627 7362 8843A |1860A |[6727A |6945A1 [7990B [8693B
46 152 42 43 24 2 39 17 20 19 50 5 7 3 9 4
B98 B99 B99 B99 B99 B99 BAO BAO BAOB BAO BAO BA1 BA1 BA1 BA1 BA1
6191558 (390 4801 6410E [7595A |8494A [5683F [5945 7068B |8135B [9395A  [2331 2556 5146A  [6692A |[11905
6 8 11 13 71 70 160 68 67 161 69 162 66 64 18 65
BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA3 BA4 BA4 BA4
71502E 4794A |5030A [5810A |[7330A |1406B  [229A 1414C  [2166B
62 164 63 165 166 167 168 169 170




A B C D E F G H I J K L M N 0 P
Liver 22399 |40376 [68285 (74314 [74641 |75032 |75467 |76940 [79466 82243 [84823 87614 |103599 |[112937 |115544
Core A C D B A C B A B B

146 145 144 123 137 134 158 25 26 143 148 135 82 109 29
116706 132486 (141065 [150311 (151788 |[155016 [161535 (163055 [163101 |168645 |169584 [176925 (180843 [205188 [207754

D B B D A
81 124 52 142 78 84 131 132 118 54 153 88 79 55 140
214498 [230551 [234319 |279756 |287487 (291095 [293587 |[294592 295084 [295939 [304084 (305373 [306323 |3087985 (310970 (310981
B B A A2 A C B B C
85 119 60 33 103 97 117 111 113 128 104 94 36 34 102 100
311721 (311811 [316115 321747 323413 |327043 |331247 (331730 |335003 |336354 (336372 336595 [337150 (337313
B B E D B A A G Q C
99 114 41 89 90 93 92 49 38 44 47 48 22 45
337521 [337908 [340501 |340514 |340681 |B97 B97 B97 B97 B97 B97 B98 B98 B98 B98 Bo8
C A A B 1323A |1956A |4396A [6627 7362 8843A |1860A [6727A |6945A1 ([7990B [8693B
46 152 42 43 24 2 39 17 20 19 50 5 7 3 9 4
B98 B99 B99 B99 B99 B99 BAO BAO BAOB BAO BAO BA1 BA1 BA1 BA1 BA1
91558  |390 4801 6410E [7595A [B494A |5683F |5945 7068B [8135B |9395A  |2331 2556 5146A  [6692A |11905
6 8 11 13 71 70 160 68 67 161 69 162 66 64 18 65
BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA3 BA4 BA4 BA4
502E 4794A  |5030A [5810A |7330A [1406B  [229A 1414C [2166B
62 164 63 165 166 167 168 169 170




Anexo 2 - Banco de Dados

Abreviagdes

nuid — numero do estudo
e idade — grupo de idade na admissao (anos)

o <30
o 31445
o >45

e SEexo-—

o M: masculino
o F: feminino
e etni— grupo étnico
o b: branco
o nb: ndo branco
o ig: ignorado
¢ |ocal — localizagdo do tumor
o ax: axial
o ms: membro superior
o mi: membro inferior
e tam - tamanho do tumor (cm)

o <5
o 5-10
o 10-15
o >15

o ig: ignorado
e siadm - situagéo na admisséo

o ib: intacto ou com bidpsia prévia

o op: operado fora

o qr: quimioterapia ou radioterapia prévia
¢ stadm - status na admisséo

o doenga loco-regional

o doenca loco-regional e a distéancia
e ncir — namero de cirurgias prévias

o O
o 1
o 2+

e hcacc - tipo de cirurgia no Hospital do Cancer A. C. Camargo -
o pre: cirurgia preservadora de membro
o s/p: cirurgia ndo-preservadora de membro
o mar: cirurgia marginal ou paliativa
o fop: ndo operado
e marg — margens cirurgicas
o i livres
o co: comprometidas
o fiop: ndo operado
o ig: ignorado
e grau - grau histolégico
o 1:graul ou baixo
o 2:grau ll ou moderado
o 3:graulll ou alto
e enn - estadiamento pelo sistema de Enneking
o |A: baixo grau e intracompartimental
o |B: baixo grau e extracompartimental
o llIA: alto grau e intracompartimental
o |IB: alto grau e extracompartimental



o

Il: qualguer grau e com metastase

nos1 — expressédo da NOS

o
o
O

n: negativa
p: positiva
ig: ignorado

nos2 — expressao da NOS2

o]
o]
o]

n: negativa
p: positiva
ig: ignorado

nos12 — interagdo das expressdes de NOS1 e NOS2

o

nn: negativa e negativa
pn: negativa e positiva ou positiva e negativa

O
o pp: positiva e positiva
o ig: ignorado
nos3 — expressado da NOS3
o n:negativa
o p: positiva
o ig: ignorado
nitro — expressao da nitrotirosina
o h:negativa
o p: positiva
o ig:ignorado
cox — expressao da COX-2
o n:negativa
o p: positiva
o ig: ignorado
cd34 — expressao de CD34
o pe: peritumoral
o in:intratumoral
meta — presenga de metastase durante o seguimento
o 8:sim
o n:nao
reci — tipo de recidiva
o N: nao recidivou
o lo: recidiva local
o di recidiva a distancia
o lodi: recidiva local e a distancia
o Imtdg: recidiva local e metastase ao diagnostico
o mtdg: metastase ao diagnéstico
o prntt: tumor primario nao tratado
staf — status final na ultima consulta
o vsed: vivo sem doencga
o vced: vivo com doenga
o moca: morte por cancer
o oc: morte por outras causas

o}

pv: perdido de vista

slmeta — tempo de seguimento livre de doenca metastatica (meses)
slloca — tempo de seguimento livre de doenca local (meses)
sobgl — tempo de seguimento global (meses)



Anexo 3 - Banco de dados com as principais caracteristicas clinicas, cirdrgicas e anatomopatolégicas dos 101 pacientes
portadores de condrossarcoma.

nuid lidade Isexo etni |local jtam siadm |stadm |ncir lhcace |marg |grau |enn |nos1 |nos2 [nos12 |nos3 |nitro |cox |cd34 |meta |reci |statf [slmeta |slloca |sobgl
2 >45 |F ig |ms [5-10 ib lo 0 |pre li 3 IIB |n n nn n p n lpe |n n vsed (76,88 |76,88 [76,88
3 >45 |F ig lax_[10-15  jop lodi 1 |mar |co 2 I |p n pn ig ig |n |pe |s mtdg |vced |. 57,8 57,8
4  131-45 |F ig |ms [10-15  |gr lodi 0 Jiop |fop |2 I |n n nn n ig In lpe Is mtdg |moca |. 10,39 110,39
5 31-45 M ig Jax |5-10 ib lo 0 |pre co 3 1B |p n pn P ig |p lpe |In n vsed |73,82 73,82 73,82
6 >45 M ig |mi_ [>15 ]ib lo 0 |pre li 1 IB |n n nn p n n lpe |n n vsed |66,84 |66,84 66,84
7 31-45 |F ig lax |<5 lib lodi 0 |pre co 3 i p P PP n ig |n |pe |s mtdg |vsed | 70,33 [70,33
8 31-45 [M ig |mi|<5 ib lo 0 |pre li 2 A |p p pp D p n pe |n n pv 1,71 1,71 11,71
9 <30 |F ig |mi|5-10 ib lo 0 |mar [co 1 1B Ip p pp n n p lpe |In n pv 42,86 |42,86 142,86
11 <30 M ig |ax [10-15 ib lo 0 |mar |co 2 B |n n nn p n lpe s lo moca (19,61 42,24 42,24
13 [»45 |F b |mi [>15 ib lo 0 |pre li 2 IIB |p p pp p p lpe In n vsed 60,53 60,53 160,53
17 |45 M i ax_ [10-15 b lodi 0 |sip co 2 i p P Pp p p p_|in S Imtdg |moca |. 4,24 113,68
18 <30 M b Jax [»15 op lo 1 |pre li 2 IIB |n n nn n ig n |pe |n lo vsed |84,67 143,19 (84,67
19 [31-45 |F ig |ms [10-15 |ib lo 0 |pre li 2 1B |p n pn P p n_ lpe  |n n vsed (97,57 |97,57 [97,57
20 <30 |F ig |mi_[5-10 ib lo 0 |mar |co 1 IB |n n nn n ig n |pe n n vsed 189,38 |89,38 (89,38
22 245 |F lig |mi lig ib lo 0 |iop [dop |2 IIB |n n nn n n n_ Jpe |In prntt _|pv 214 | 2,14
24  [31-45 M ig lax |10-15  |op lo 1 |pre li 3 1B |n p pn p ig p lpe |n n vsed |104,5 [104,5 |104,5
25 |<30 |m ig |mi[>15 op lo 1 Islp |Ii 2 1B |n n nn p ig n jpe |n n vsed 298 298 |298
26 |31-45 |m b |ax [»15 ib lo 0 |s!p ‘Ii 2 IIB |n P pn p p p |pe |n n oc 0,76 0,76 [0,76
29 |<30 |m ig |ms [5-10 op lo 1 Islp li 3 IIB |p p pp p p p lin n n vsed [363,9 [363,9 [363,9
33 |»45 |f ig [ax [5-10 op lo 2/+ |pre ig 2 IIB |p n pn p ig |p lpe s lodi  |pv 16,74 |11,41 (20,39
34 [31-45 |m |ig ax _ |>15 op lo 2/+ |slp li 2 IIB |n n nn P ig p lpe In lo vsed 1752 1399 [175.2
36 [31-45 |m ]ig mi  |5-10 op lo 1 |pre ig 1 1B |p n pn p p n |pe |n n vsed (1416 |1416 [141,6
38 <30 m ig lax [>15 op lo 2/+ |sip li 2 1B |n n nn p ig |In lpe |n n vsed [107,1 [|107,1 1071
39 <30 ff ig |mi |<5 op lo 2/+ |mar  |co 2 1B |n n nn n p n lpe In n vsed 85,86 [85,86 (85,86
41 |31-45 |f ig |mi_ [10-15 b lo 0 |pre li 2 IIB_|n n nn P p n pe |n n vsed |132 132|132




nuid |idade |sexo [etni |local |tam ]siadm stadm |ncir |hcacc |marg |9rau enn |nos1 [nos2 |nos12 |nos3 |nitro |cox |cd34 |meta |reci |[statf |sImeta Istloca lsobgl
42 |45 |f b |mi |<5 iib lo 0 |pre li 2 IIA |n n nn n n n (pe |n n vsed |102,5 [102,5 |102,5
43 bas I g Jax P15 b Jo o fre i 2 Il ln b b ln I lsed o375 loazs [e3zs
44 |45 |m ig |mi [>15 |ib lo 0 |pre li 2 IIB |p P pp p ig g lpe |s lodi |moca [18,09 [14,18 |25,99
45 [31-45 |m b Jmi |5-10 |ib lo 0 |pre co 3 IIB |n n nn n p n jpe |n n vsed |105,7 |105,7 |105,7
46  [31-45 |m nb Jmi  |>15 |ib lodi 0 |slp li 3 i Ip p pp p p p_lin s mtdg [moca |. 11,71 111,71
147 |31-45 |f ig |ms [5-10 lib lo 0 |pre li 2 1B |n n nn n n n jpe |n n vsed [107 107|107

48 [>45 |m ig lax [>15 |ib lo 0 |pre li 2 1B |p n pn n n n lpe |n n pv 2,89 2,89 |2,89
49 3145 m g Imi 15 b o o Jre g 2 Bl h lm ol h e I fo lvsed [105s  [s13 |i0s

50 |31-45 |f ig |ax__lig |ib lo 0 |pre li 2 1B |p P PP p p n lpe |Is lodi  |moca |16,28 [16,28 [70,99
52 |45 |m |b lax |<5 b lo  Jo liop liop o Bl b e b b b e W I Imoca [1203 12,93 12,03
54 <30 |f lig |ax ig ib lo 0 |iop |hop |1 B |p p pp ig P ig in n prott  |pv 2,66 . 2,66
55 [»45 |m ig |ax 10-15  |ar lo 0 Isip i 1 1B lig n ig p p ig |pe Is di moca [206,1 (234 12341
60 [<30 |m ig lax |>15 op lo 1  |pre lli 1 IB |n n nn ig ig |p Ipe |n n vsed [217,8 |217,8 [217.,8
62 |31-45 |m nb |mi  [>15 ib lo 0 |pre |Ii 3 1B |ig n ig p ig |n Jpe |In n vsed |33,88 [33,88 (33,88
63 |45 |m ig lax [10-15  |ar lodi 0 |pre li 2 i ip n pn n n n _lpe |s Imtdg |moca |. 8,03  |28,49
64 [31-45 |f b lax 5-10 ib lo 0 |pre li 2 IIB |n n nn n ig n pe |n n vsed 47,5 47,5 47,5
b5 |<30 |m b lax |1015 b lo 0 [pre i 2 B p p p b P P fn n |n vsed [38,91 [38,91 [38,91
66 |45 |f ig |ax ig op lo 2/+ |pre ig 2 1B |n n nn n p n lpe |n n vsed 449 [449 449
67 |31-45 |f ig |ax 5-10 ib lo 0 |pre co 3 1B |p p pp p p p_lin n lo moca 4,93 [3,78 14,93
68 [31-45 |m b |ax |10-15 qr lo 0 |pre li 3 1B |p p PP p P p |in s lodi |vced |52,27 [4559 [53,45
69 45> |m b |mi |5-10 op lo 1 |pre li 1 IB |p n pn p ig n |pe |s di vced |48,98 [52,86 |52,86
70 |31-45 |m b |mi [»15 ib lo 0 |pre co 3 B |p p pp p p p lpe |n lo moca (37,24 6,45 [37,24
71 [31-45 |m ig lax_[>15 ar lodi 0 |pre li 2 i Ip n pn p n e |s Imtdg |moca |. 11,41 [33,39
78 |<30 |f b Jax |[5-10 ib lo 0 |sip li 2 IIB |n n nn p n lpe |n n vsed |187 187 187

79 [<30 |f b |mi |ig op lo 1 |slp li 1 1B |p n pn p p n |pe |n n vsed [124,5 [124,5 |124,5
81 [|>45 |f b |ax [5-10 op lo 1 |pre ig 1 1B ig i ig ig ig |n Jpe |In lo moca [10,72 |72 10,72
82 [#45 |m b |ax <5 op lo 1 |mar  |co 3 1B |n p pn p ig p lpe |n lo moca [72,01 165,82 |72,01
84 |>45 |f b |Q'1i >15 ib lo 0 |pre ig 2 1B |p i lig ig p |pe n n oc 46,58 [46,58 |46,58




nuid |idade |sexo letni [local |tam |siadm stadm |ncir |hcace marglgrau enn |nos1 |nos2 |nos12 |nos3 [nitro |cox [cd34 |meta freci |statf |simeta [slloca |sobgl
85 [<30 [m nb |mi [>15 ib lo 0 |s/p li 3 1B |p n pn p D p |in n n pv 16,81 |16,81 [16,81
88 [31-45 |f nb lax |ig ar lodi 0 |sip |Ii 2 I |p n pn p p i e |s mtdg |moca |. 2,83 [2,83

89 [31-45 |f b |ax |[<5 lib lo 0 |pre ‘Ii 2 1B |p n pn p n P lpe |In n vsed [116,5 [116,5 [116,5
90 |<30 |m b Imi [1045 fb fo o fre i R Bl b e b b bl b h v Pra pra lra

92 <30 |m b Jax [5-10 op lo 1 |pre [Ii 2 IIB |n n nn n n n_|pe n lo vsed [111,3 46,15 |111,3
93 <30 |m nb |ax |10-16 ib lo 0 |pre li 2 B |p n pn P p n |in n n vsed 99,28 (99,28 99,28
94 |45 |f nb lax |<5 op lo 1 |pre co 2 IIB |n n nn n n n_|pe n lo vsed |158 198 [158

97 [31-45 |m nb |mi lig ib lo 0 |slp li 3 IIB |p p pp p p n |in s di moca [21,25 (23,19 |23,19
99 |<30 |m b jax [»15 op lo 1 |pre ig 2 IIB lig n ig ig ig lig |pe |n lo moca |58,88 48,82 |58,88
100 P45 |m b |mi 215 op lo 2/+ |slp co 3 1B |p n pn p p p |in n lo moca |5,76 3,91 1[5,76
102 [»45 f b |mi |ig op lo 1 |pre li 1 B |p n pn P p p__|in n n vsed (1244 1244 1244
103 [<30 |f b lax _|ig ib lo 0 Jpre o |2 1B lig n ig p ig In pe In n vsed [162,7 |162,7 |162,7
104 [31-45 m b |mi |ig op lo 1 Jiop  |fop |2 IIB |p p pp p p p lpe s di moca (10,95 |23,88 (23,88
109 |45 |m b Ims |<5 qr lo 0 |pre li 2 IIB |p n pn p P n_in |s lodi  |moca [116,4 81,74 [156,5
111 [31-45 Im nb |ms lig ib lo 0 |pre co 2 IIB [p n pn p n n_|pe |s lodi  |moca [20,95 |14,93 |68,62
113 [>45 |m b |ms [5-10 lib lo 0 |pre li 2 A |n n nn n ig n |pe [s lodi |moca |23,03 [23,39 [33,42
114 |<30 |m b Jax |5-10 tib lo 0 |pre li 1 IB lig i ig ig ig ig |pe n n vsed [81,28 81,28 |81,28
117 <30 |m b |ax 5-10 Iib lo 0 |pre li 2 IIB |n i ig n ig n |pe n n vsed [393,8 [393,8 [393,8
118 245 |m b |ax >15 |ib lo 0 re co 2 B |p P pp p p n_|in n n moca [16,48 |16,48 |16,48
119 [31-45 |f b Iax >15 ib lo 0 |slp li 2 IIB |n n nn p p n |pe |n lo moca [19,8 14,61 [19,8
123 [31-45 Im b |ax |<5 ib lo 0 |pre ig 2 A [n n nn p p n Jpe |In n vsed [437,2 4372 4372
124 |>45 f b |ms [10-15 b lo 0 Islp li 2 1B [p n pn p p p_|in n n vsed (2146 (2146 [214,6
128 [<30 ff b lax_|ig op lo 2/+ |pre li 2 1B |n n nn n n n lpe In n vsed [147,9 |147,9 [1479
131 45 m b Jax  |»15 ib lo 0 lpre |l 2 1B |p n pn p P _In |pe |In n vsed |290,2 |290,2 [290,2
132 [<30  |m b Jax lig qr lo 0 |slp li 1 B |p n pn p p n_|in n n vsed [292,6 [292,6 |292,6
134 [<30 |m o |mi [<5 op Jo s li Js sl ol e o I vsed [s44  |3aa a4

135 |45> |f b |mi g ib lo 0 |sip |Ii 3 IIB [p n n p P lpe |n n oc 1,58 1,58 |1,58
13730 m b Jmi 510 fb o o s i o [l h bn b b b be b I loc [1878 |1878 |1878




nuid lidade |sexo [etni |local |tam lsiadrﬁ stadm |ncir |hcacc |marg Ig@enn nos1 |nos2 |nos12 |nos3 |nitro |cox |cd34 |meta |reci |statf |slmeta |slloca [sobgl
140 [>45 |f b |ms [5-10 b lo 0 Isip i 1 B lp I pn p b Ihofin |0 |n oc  [12,01 [12,01 [12,01
142 |45 |f b |mi lig op lo 1 lig li 2 1B |p n pn p p n lpe |n n vsed [312,1 [312,1 3121
143 [<30  |m b lax |ig ib lo 0 |dop |Aop |3 A |p p pp p p p_in n n pv 2,83 [283 2,83
144 [<30 |f b lax lig ib lo 0 |mar |co 2 1B |p p pp p p p in n n moca |546 |[546 5,46
145 [»45 |f b |mi |<5 ib lo 0  Islp li 2 IIB fig i ig ig ig lig jpe |n n oc 63,75 |63,75 |63,75
146 [>45 |m nb Jmi lig op lo 2/+ |sip i 2 IIB |n p pn p p n_|pe n n oc 41,02 41,02 141,02
148 [31-45 |m ig lax lig op lo 1 |pre li 2 IIB n nn p p n |in n n vsed |207,7 |207,7 [207,7
152 |45> |f b |ax 10-15  |ib lodi 0 |pre li 1 I ip p pp p n pe s mtdg |moca |. 48,52 148,52
153 [31-45 |m b Iax >15 Iib lo 0 |iop |iop |2 1B Ip p P p p P lpe |n n moca |8,98 8,98 18,98
158 [31-45 |m b [ax 10-15 |op lo 2/+ |pre li 2 1B lig i ig p ig Jig |pe |n lo moca [18,22 10,63 |18,22
160 [»45 |f b iax <5 ib lo 0 |pre li 3 IIB |p n pn p p n lpe |n vsed [55,99 55,99 |55,99
161 |45 |f b |ax ig qr lo 0 |pre li 2 IIB |p P pp P p p [in n n vsed |54,57 |54,57 (54,57
162 [31-45 |f b Iax ig ib lo 0 |mar |co 3 IIB |p p pp p p p |in n lo vsed [48,13 2,99 [48,13
164 3145 m b Jax J1015 b Jo  Jo Jpre i 3 lBlig b lg b b b n 0 I lvsed [pas |as |ras
165 545 m b lax P15 fib  fo o Jore Jeo 2 B o fn b b I fin | lo |vsed |1401 107,90 |140.1
166 [<30 |f b lax 10-15 lib lo 0 |pre li 2 1B |p p pPp p p p lpe |s lodi |vced [224 [2243 |30,92
167 [31-45 |f nb lax 5-10 |ib lo 0 |lpre i 3 1B |n n nn p p P lpe  |n n vsed [25,92 25,92 |25,92
168 [31-45 |m b |ax >15 ib lo 0 |pre lli 2 IIB [p n pn p n P lpe |In n pv 16,41 [16,41 [16,41
169 [<30 |f b |ax 5-10 op lo 1 |pre iig 3 IIB [p P PP n n _lin n lo moca |66,35 |[569,11 |66,35
170 <30 m b Jax |5-10 ib lo o e g b B | ig p g In Jpe |n n vsed [17,24 [17.24 |17,24
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