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RESUMO

Caiero MT. Estudo da expressdo do VEGF no tumor de células gigantes 6sseo [tese]. Sdo

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

INTRODUGCAO: O tumor de células gigantes (TCG) 6sseo é considerado atualmente
uma neoplasia de grau intermediario, com crescimento muitas vezes rapido, apresentando
potencial de destrui¢do articular e desenvolvimento de metastase pulmonar. Acomete
pacientes adultos jovens e tem predilecéo pela articulagdo do joelho. Alguns tumores de
células gigantes parecem ter um comportamento mais agressivo que outros, sem que se
saiba exatamente quais 0s motivos para isso. Nossa hipdtese é que o VEGF, um potente
fator de crescimento endotelial vascular ja bastante estudado em outras neoplasias, possa
explicar em parte a maior agressividade de determinados TCGs. OBJETIVOS:
(1)verificar a correlacdo entre os tipos mais agressivos de TCG e a expressao de VEGF;
(2) verificar a correlacao entre o 0sso envolvido pelo TCG e a expressdo de VEGF; (3)
verificar a correlacdo entre a ocorréncia de recidiva do TCG e a expresséo de VEGF; (4)
verificar a correlacdo entre TCG com evolucdo para metastase pulmonar e a expressao
de VEGF. METODOS: foram avaliados retrospectivamente os prontuérios de 127
pacientes com TCGs 06sseos no periodo entre 2000 e 2016. Os casos foram divididos de
acordo com a classificacdo de Campanacci, localizacdo, faixa etaria, presenca de recidiva
e presenca de metastase pulmonar. Foi realizada a analise da expressao do VEGF através
de imunohistoquimica no tecido tumoral obtido pela cirurgia em todos os casos. Os casos
foram divididos de duas formas: (1) expressao de VEGF abaixo de 25%, baixa expressao,
e expressao acima de 25%, alta expressdo; (2) sem expressao de VEGF ou com expressao
de VEGF. RESULTADOS: a média de idade foi de 32 anos e 0 tempo e seguimento
médio foi de 6,7 anos. Sete casos desenvolveram metastase pulmonar. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre a expresséo de VEGF com o corte de 25% e a
classificacdo de Campanacci (p=0,341), localizacdo do tumor (p=0,819), faixa etéria
(p=0,418) e presenca de recidiva (p=0,947). Também n&o foram observadas diferencas
significativas com o corte de 0% e a classificacdo de Campanacci (p=0,169), localizacéo
do tumor (p=0,513), faixa etaria (p=0,342) e presenca de recidiva (p=0,114). No caso da

metastase pulmonar, ndo houve diferenca no grupo baixa expressdo x alta expressao
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(p=0,604), mas houve diferenca significativa para 0s grupos sem x com expressdo de
VEGF (p=0,031). Os casos Campanacci Il tiveram maior taxa de metéstase pulmonar
(p=0,017). Todos os 7 pacientes com metastase pulmonar expressaram VEGF em algum
grau. O VEGF positivo apresentou uma sensibilidade de 100%, especificidade de 27,7%,
valor preditivo positivo de 10,4% e valor preditivo negativo de 100% para o
desenvolvimento de metastase pulmonar. Os tumores localizados na regido distal do radio
tiveram maior taxa de recidiva (p=0,03) e maior taxa de metastase pulmonar (p=0,038).
Os casos de TCGs proximais do fémur tiveram maior indice de fratura patologica
(p<0,001). CONCLUSAO: Houve diferenca estatisticamente significativa entre alguma
expressdo de VEGF e desenvolvimento de metastase pulmonar. A expressdo de VEGF
tem alta sensibilidade e alto valor preditivo negativo para identificar os casos que podem
evoluir para metastase. Nao houve diferenca entre localizacdo do tumor, faixa etéaria,
classificacdo de Campanacci, presenca de recidiva e a expressdo de VEGF. Os tumores
localizados na regido distal do radio apresentam maior probabilidade de evoluir com
recidiva local e metastase pulmonar. Os tumores da regido proximal do fémur tém maior

probabilidade de apresentar fratura patologica.

Descritores: Tumor de células gigantes do 0sso; VEGF; Metastase pulmonar; Recidiva.
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ABSTRACT

Caiero MT. Study of VEGF expression in giant cell tumor of bone [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2019.

INTRODUCTION: The giant cell tumor of bone (GCT) is currently considered an
intermediate-grade neoplasm with often fast-growth, potential for bone destruction and
development of pulmonary metastases. It affects young adult patients and has a
predilection for the knee joint. Some giant cell tumors appear to behave more aggressively
than others, without knowing exactly the reason. Our hypothesis is that VEGF, a potent
vascular endothelial growth factor already extensively studied in other cancers, may
partly explain the greater aggressiveness of certain GCTs. OBJECTIVES: (1) to verify
the correlation between the most aggressive types of GCT and the VEGF expression; (2)
to verify the correlation between the bone involved by GCT and VEGF expression; (3)
to verify the correlation between the GCT recurrence and VEGF expression; (4) to verify
the correlation between GCT with evolution to pulmonary metastases and VEGF
expression. METHODS: The medical records of 127 patients with GCTs were
retrospectively evaluated between 2000 and 2016. Cases were classified according to
Campanacci classification, location, age range, recurrence and presence of pulmonary
metastases. In all cases, VEGF expression was analyzed by immunohistochemical in the
tumor tissue obtained in surgery. The cases were divided into two forms: (1) VEGF
expression below 25%, low expression and above 25%, high expression; (2) with or
without VEGF expression. RESULTS: The patients' average age was 32 years and the
mean time of follow-up were 6.7 years. Seven cases developed pulmonary metastases.
No significant differences were observed between VEGF expression at a 25% cutoff level
and Campanacci classification (p = 0.341), tumor location (p = 0.819), age range (p =
0.418), and recurrence (p = 0.947). Significant differences were also not found at a 0%
cutoff level and Campanacci classification (p=0.169), tumor location (p=0.513), age
range (p=0.342) and recurrence (p=0.114). In the pulmonary metastases cases, there was
no difference in the low expression x high expression groups (p = 0.604), but there was
significant difference for with x without VEGF expression groups (p = 0.031).

Campanacci grade 11 cases had a higher rate of pulmonary metastases (p = 0.017). All 7
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patients with pulmonary metastases expressed VEGF to some degree. Positive VEGF
presented a sensitivity of 100%, specificity of 27.7%, a positive predictive value of 10.4%
and a negative predictive value of 100% for the development of pulmonary metastases.
Tumors located in the distal radius region had a higher recurrence rate (p = 0.03) and a
higher pulmonary metastases rate (p = 0.038). The GCTs cases in the proximal femoral
region had a higher pathological fracture index (p <0.001). CONCLUSION: There was
a statistically significant difference between some VEGF expression and development of
pulmonary metastases. Some VEGF expression has a high sensitivity to identify cases
that may progress to metastases. There was no difference between age, age range,
Campanacci classification, recurrence, and VEGF expression. Tumors located in the
distal radius region are more likely to evolve with local recurrence and pulmonary
metastases. Tumors in the proximal femoral region are more likely to have pathological

fractures.

Descriptors: Giant cell tumor of bone; VEGF; Pulmonary metastasis; Recurrence.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tumor de células gigantes 6sseo

O tumor de células gigantes (TCG) 6sseo é uma doenca rara que acomete pacientes
adultos jovens, na faixa dos 20 aos 40 anos. Existe uma pequena predominancia do sexo
feminino: 52% a 48% (Turcotte, 2006; Biermann, 2013). O TCG corresponde a 5% dos
tumores priméarios do 0sso analisados em bidpsia nos Estados Unidos (Biermann, 2013).
Curiosamente, essa taxa chega a 20% na Asia (Niu et al., 2012). E um tumor benigno
mas localmente agressivo composto de uma proliferacdo de células mononucleares entre
as quais estdo espalhados macrofagos e células gigantes do tipo osteoclasto.
Recentemente o TCG tem sido reclassificado como um tumor de grau intermediério,
localmente agressivo mas raramente ocasionando metastase (van der Heijden et al.,
2014). Han et al., em 2015, afirmam que o TCG é um tumor potencialmente maligno, e
que a classificacdo patoldgica e radiografica do TCG ndo é capaz de predizer seu

comportamento biol6gico.

O TCG apresenta basicamente trés componentes de células: células gigantes
multinucleadas semelhantes a osteoclastos, ceélulas mononucleares fusiformes do estroma
e células mononucleares de linhagem monocitica e macrocitica. As células
mononucleares fusiformes do estroma formam o componente neoplésico principal
(Lopez-Pouza et al., 2015). Culturas de células primarias do TCG mostraram que as
células estromais sdo as células proliferativas do tumor, pois as células multinucleares e
as células monociticas se perdem apds varias replica¢fes na cultura do tecido (Miyamoto
et al., 2000). Desta forma, a hip6tese mais aceita é que as células estromais sdo o tumor,
as celulas monociticas sdo macrofagos reativos e/ ou células precursoras de osteoclastos,
e as células gigantes multinucleadas sdo osteoclastos reativos (Goldring et al., 1987). As
células gigantes expressam o receptor activator of nuclear factor kappa B (RANK). Por
outro lado, as células do estroma produzem uma citocina chamada receptor activator of
nuclear factor kappa B ligand (RANKL). A interagdo entre essa citocina e o receptor é
responsavel pela extensa reabsorcéo 6ssea causada pelo tumor. O motivo pelo qual existe

grande expressdo de RANKL pelas células estromais é desconhecido.
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As células gigantes sdo macrofagos reativos que adquirem capacidade osteoclastica
devido a estimulacédo das células estromais do tumor (Udagawa et al., 1990). A formacéo
dessas celulas gigantes € mediada por uma série de citocinas: interleucina-6 (IL-6),
interleucina-8 (IL-8), interleucina-11(IL-11), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
metaloproteinase 9 (MMP-9) e VEGF, dentre outros. Outras citocinas secretadas pelas
células tumorais sdo0 0 RANKL (Huang et al., 2000) e o fator de crescimento de col6nias
de macrofagos (M-CSF) (Roux et al., 1996). Isso sugere que as células estromais do
tumor estimulam os mondcitos da corrente sanguinea a migrar para dentro do tumor e
causar a osteoclastogénese, levando a ostedlise. (Matsumoto et al., 2010). Os
osteoclastos ativados por sua vez liberam fatores de crescimento tumoral no local da lesdo,

causando um circulo vicioso.

A classificacdo de Enneking (1983) para os tumores 0sseos benignos apresenta trés
estagios: I: latente, Il: ativo e Ill: agressivo. O primeiro estagio (latente) sdo lesGes
intracapsulares, normalmente assintomaticas e em geral sdo achados de exame. A
radiografia mostra uma margem bem definida com uma area espessa de 0sso reacional.
N&o ha destruicdo ou expansdo do 0sso. No segundo estagio (ativo), as lesbes também
sdo intracapsulares (intradsseas), mas ocorre crescimento ativo, podendo causar sintomas,
inclusive fratura patoldgica. A radiografia mostra areas bem definidas mas ocorre
expansdo e afilamento cortical. O osso reacional é discreto e fino. No terceiro estagio
(agressivo), o tumor ja € extracapsular, permeando a cortical e 0 0sso reacional. A RM

pode mostrar a expansdo do tumor para as partes moles.

O TCG apresenta um comportamento em geral agressivo, com rapida destruicao
Ossea e invasdo de partes moles. Nesse sentido, pela classificacdo de Enneking, o TCG é

considerado ativo (tipo Il) ou agressivo (tipo I11).

Outra caracteristica importante do TCG é a sua capacidade de destruicdo articular.
Isso se deve a sua agressividade local e a sua localiza¢do na epifise dos 0ssos longos no
esqueleto maduro. A medida que o tumor progride, ele destr6i o 0sso subcondral, o que
causa uma perda de suporte da cartilagem articular e consequentemente sua rotura e

degeneracéo levando a uma artrose da articulacéo.
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O TCG apresenta uma capacidade de metastase para o pulméo. A taxa de metéstase
pulmonar no TCG ¢é de 4% (Biermann, 2013). O aparecimento de metastase pulmonar
estd freqlientemente associado a recorréncia da lesdo (Niu et al., 2012, Kremen et al.,
2012). Entretanto, diferentemente dos sarcomas, a metastase pulmonar do TCG raramente
leva a insuficiéncia respiratdria e ao 6bito. Na verdade, o comportamento das metastases
pulmonares € imprevisivel: algumas regridem espontaneamente, outras crescem
lentamente e outras ainda apresentam um comportamento agressivo, com crescimento
rapido, podendo levar ao comprometimento pulmonar (Viswanathan e Jambhekar,
2010). No trabalho deste autor, que incluiu 24 metastases de TCG em 470 casos, nenhum
dos pacientes morreu de metéastase pulmonar, comprovando a caracteristica benigna
dessas metastases. A localizacdo do TCG na parte distal do radio aumentaria o risco de
metastase pulmonar (Tubbs et al., 1992), mas isso ndo foi confirmado em outro estudo
(Dominkus et al., 2006). Casos de transformacdo maligna do TCG também foram
descritos basicamente ap6s radioterapia. Essa transformacdo maligna ocorre em menos
de 1% dos casos de TCG (van der Heijden et al., 2014). Outros autores descrevem uma
transformacéo espontanea do TCG para um tumor de alto grau em 1 a 3% dos casos
(Anract et al., 1998; Olivera et al., 2002). O TCG maligno é uma entidade a parte, com
caracteristicas clinicas e histoldgicas distintas e mais raro que a transformacéo maligna
do TCG por radioterapia. O tratamento mais utilizado para o0 TCG maligno primério é a
resseccdo ampla. A taxa de sobrevida € de 84% em 5 anos (Beebe-Dimmer et al., 2009).
Devemos lembrar que a agressividade local ndo esta relacionada ao desenvolvimento de

metastases pulmonares (Biermann, 2013).

O TCG também pode apresentar metastase a distancia para outras estruturas que
ndo o pulmdo: linfonodos, pele, couro cabeludo, musculatura da coxa e mama
(Viswanathan e Jambhekar, 2010).

O tumor de células gigantes multicéntrico corresponde a apenas 1% dos tumores de
células gigantes. Comumente envolve 0s 0ssos curtos das maos e pés e tem
predominancia no sexo masculino (Novais et al., 2011), diferentemente dos tumores de
células gigantes convencionais. O tratamento é parecido com o TCG convencional. E
necessario afastar o tumor marrom do hiperparatireoidismo que apresenta aumento do
PTH sérico.

Marcelo Tadeu Caiero



Introdugdo | 5

O quadro clinico é de dor de inicio insidioso, que piora com o passar do tempo. A
medida que a dor aumenta, surge também um edema local e até a presenca de uma massa.
Cerca de 10% dos casos evoluem para fratura patoldgica e caso afete a coluna pode causar

sintomas radiculares (Boriani et al., 2012).

Radiograficamente apresenta-se como uma lesdo radiotransparente (litica) na
epifise e metafise dos 0ssos longos, excéntrica e comumente sem reacdo periosteal
associada. Em geral ndo ocorrem areas de esclerose, mas ela pode aparecer do lado
oposto a borda de maior lesdo dGssea. Apenas 5% dos casos apresentam uma borda
completa de esclerose (Murphey et al., 2001). Os 0ssos mais comumente afetados séo a
porcdo distal do fémur, a proximal da tibia e a distal do radio nesta ordem (Gamberi et
al., 2003; Errani et al., 2010). Cinguenta por cento dos tumores de células gigantes
ocorrem ao redor do joelho. Podem ocorrer também na regido proximal do imero, iliaco
e no sacro. Na coluna vertebral, o sacro é o 0sso mais afetado, em especial a sua parte
superior (Turcotte et al., 1993). Na coluna vertebral mével, o corpo vertebral é mais

afetado que os elementos posteriores, como laminas e pediculos.

Campanacci et al., em 1987, em um classico artigo do Instituto Rizzoli de Bolonha,
fazem uma classificacdo radiogréafica para o TCG que € utilizada atualmente e baseiam o
tratamento na classificacdo. Ja Jaffe et al., em 1940, estabelecem 3 graus histologicos
parao TCG:

I sem atipias celulares no estroma;
ii. estroma com algum grau de atipia celular;

iii. estroma com grande atipia celular.

A RM ¢é utilizada atualmente para complementar a radiografia simples. Em T1
apresenta sinal baixo a intermediario, homogéneo na maioria das lesées. Em T2 mostra
uma lesdo heterogénea, com alto sinal devido ao grande contetdo de 4gua e com areas de
baixo sinal pela presenca de hemossiderina. A RM é capaz de mostrar a substituicdo do
tecido 0sseo pelo tumor, adjacente a cartilagem articular. Mostra também se ocorreu
invasdo de partes moles, o que demonstra maior agressividade local. Alguns autores
consideram a RM mais (til para estagiar e tentar prever o comportamento bioldgico do
TCG que a radiografia (Rock, 1990; Murphey et al., 2001).

Marcelo Tadeu Caiero



Introdugdo | 6

A TC pode mostrar erosédo cortical ou esclerose em volta do tumor. A presenca de
uma fina borda de esclerose em volta do tumor pode ser usada para diferenciar o TCG de
tumores malignos; por outro lado, bordas esclerdticas espessas sugerem outros tumores

benignos menos agressivos (Biermann, 2013).

Tanto a RM como a TC podem mostrar areas multiloculadas que representam areas
de trabeculado d6sseo ndo reabsorvidos pelos osteoclastos (Murphey et al., 2001) ou
sugerir a associa¢do com cisto 6sseo aneurismatico. Essa associa¢do ocorre em cerca de
14% dos casos de TCG.

A cintilografia com tecnécio mostra um aumento de captacdo e, em alguns casos,
uma area central de captacdo mais baixa associada a uma area periférica de captacéao
maior (sinal do donut), fenbmeno este causado ndo pelo tumor diretamente, mas pela
reagdo do o0sso endosteal e periosteal ao tumor. A cintilografia é mais utilizada para
afastar uma doenca multifocal, como o tumor marrom do hiperparatireoidismo, entidade
muito semelhante radiografica e histologicamente ao TCG. O tumor marrom do
hiperparatireoidismo apresenta multiplas lesdes dsseas que aparecem na cintilografia
como Vvarias areas de hipercaptacdo. O TCG pode ser multifocal em uma pequena parcela
dos casos, mostrando duas ou trés areas de hipercaptacéo, diferente do acometimento de
praticamente todo o esqueleto que ocorre no tumor marrom do hiperparatireoidismo.
Outra caracteristica da cintilografia € mostrar aumento de captacdo na articulacdo
adjacente ao tumor. Em cerca de 62% desses casos a captacdo aumentada é secundaria a
osteoporose de desuso em vez da extensdo tumoral (Murphey et al., 2001).

O PET-CT mostra aumento de captacdo da desoxifluoroglicose no local acometido
pelo tumor, mas sem outras caracteristicas especificas e, portanto, ndo tem vantagem na

avaliacdo do TCG.

O tratamento do TCG é basicamente cirdrgico, com curetagem e adjuvancia local,
que pode ser realizada de varias formas: eletrocauterizacdo da area cavitaria, nitrogénio
liquido, alcool e fenol. Deve-se ter cuidado ao utilizar adjuvantes liquidos, evitando que
estes saiam da lesdo Ossea, pois podem causar necrose dos tecidos moles. Esse

procedimento de curetagem e adjuvancia € considerado uma resseccao intralesional
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estendida. Apds essa adjuvancia local, a cavidade é preenchida com polimetilmetacrilato
(cimento ortopédico). Esse preenchimento tem vérias fungdes: funciona como outra
forma de adjuvancia ja que a polimerizacdo do cimento gera calor, podendo chegar a
70°C; cria um suporte mecénico ao 0sso subcondral e cartilagem articular; e permite uma
facil visualizacdo da recidiva ao RX, pela diferenca de contraste visual entre o cimento e
0 0sso adjacente. A taxa de complicagcdes com o0 uso do cimento ortopédico é de 13 a
25%, e inclui vazamento do cimento para dentro da articulacdo ou para as partes moles e
osteoartrose (van der Heijden et al., 2014). Quando o tumor causa uma grande
destruicdo Ossea, com perda de 2 das 4 paredes, rompendo a cortical e invadindo as partes
moles (Campanacci Ill), o tratamento é ressec¢do do tumor e substituicao por endoproétese.
O risco de recidiva local esta fortemente associado a extensdo do tumor para as partes
moles (Klenke et al., 2011; van der Heijden et al., 2012).

O tratamento cirurgico isolado sem adjuvancia local apresenta uma alta taxa de
recidiva, que parece ser maior em alguns locais especificos, como proximal do fémur e
distal do radio (Errani et al., 2010). Ndo se sabe se essa taxa de recidiva maior esta
relacionada a uma maior dificuldade de ressec¢do ou a um comportamento mais agressivo
do tumor nessa localizagdo. Papanastassiou et al., em 2010, notam que a mutagdo no
gene p53 se correlaciona significativamente com a recidiva local do TCG. Também se
especula a relacdo da expressdo do p53 com o desenvolvimento de metéstase pulmonar
no TCG (Bierman, 2013).

O tratamento adjuvante com medicacOes sisttmicas tem sido cada vez mais
utilizado no TCG, basicamente nos mais agressivos e com maior dificuldade de resseccao
completa. O interferon a-2b, inibidor da angiogénese, foi utilizado em algumas séries de
forma bem-sucedida (Kaiser et al., 1993; Kaban et al., 2002; Wei et al., 2010),
principalmente em areas de dificil acesso cirurgico. O problema do interferon é a alta taxa

de efeitos colaterais como febre, mialgia, calafrios, depressdo, fadiga e neutropenia.
Os bisfosfonatos, como o zoledronato e o pamidronato, tém sido utilizados como

adjuvante ou nos casos de recidiva do tumor (Chang et al., 2004). Sdo usados também

nos casos de dificuldade cirargica para resseccdo como pelve e coluna (Tse et al., 2008;
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Zwolak et al., 2010; Balke et al., 2010; Lau et al.; Nishisho et al., 2011). Essas drogas
induzem apoptose e inibi¢do da fungéo dos osteoclastos.

O denosumab tem sido utilizado com sucesso nos casos em que a ressec¢do causaria
grande morbidade local e nos casos considerados irressecaveis. Trata-se de um anticorpo
monoclonal humano capaz de inibir o RANKL, fator chave na diferenciacdo e ativacéo
dos osteoclastos. Assim, o denosumab é capaz de inibir de forma significativa a atividade
osteoclastica dos tumores de células gigantes, impedindo a evolucdo da doenca e
diminuindo o volume tumoral, facilitando a ressec¢do. Branstetter et al., em 2012,
mostram que o tratamento com denosumab reduziu significativamente ou eliminou
células gigantes positivas para RANK em todos os pacientes em que a medicacdo foi
utilizada. Thomas et al.,, em 2010, tratam 37 pacientes com TCG recorrente ou
irressecavel. Trinta dos 35 pacientes avaliados tiveram resposta positiva. Os efeitos
colaterais ocorreram em 33 dos 37 pacientes, mais comumente dor lombar, dor nos
membros e cefaleia. O denosumab, entretanto, esta associado & necrose de mandibula
(Aghaloo et al., 2010), com perda dos dentes, de dificil tratamento. A hipocalcemia
também foi uma complicacdo observada. Por esse motivo deve-se utilizar célcio e
vitamina D durante o uso da medicacdo, além de avaliacdo odontoldgica. A resposta
objetiva do TCG ao denosumab é de 72% (Lépez-Pouza et al., 2015). Em 2010, Thomas
et al. publicam um estudo fase Il no qual houve uma resposta objetiva de 86% ao
denosumab, definido como eliminacdo maior ou igual a 90% das células gigantes na
andlise histoldgica ou auséncia de progressdo radiografica da lesdo. O denosumab foi
aprovado para uso como terapia adjuvante para 0 TCG em junho de 2013 pelo FDA e em
setembro de 2014 pela European Medicine Agency (EMA). A dose recomendada é de
120mg dose Unica a cada quatro semanas com doses adicionais de 120mg nos dias 8 e 15
do primeiro més de terapia. E usado como injecao subcutanea na parte proximal do brago,

proximal da coxa ou abdome.

Em 2013, Chawla et al., publicam um estudo fase 2 com 282 pacientes com TCG.
Destes, 169 pacientes tinham TCG irressecavel. Apds o uso do denosumab, 96% desses
pacientes ndo tiveram progressao da doenca. Além disso, em 74 dos 100 pacientes que

necessitariam de uma cirurgia morbida para a ressec¢do completa do tumor, foi possivel

Marcelo Tadeu Caiero



Introdugdo | 9

postergar a cirurgia com o uso do denosumab; e 62 dos mesmos 100 pacientes puderam

ser submetidos a uma cirurgia de menor tamanho.

Em 2014, Mak et al. publicam um artigo afirmando que o denosumab poderia
promover a proliferacéo das células do estroma do TCG e levar a transformac&o maligna.

O autor sugere cautela no uso do denosumab.

O tratamento das metastases pulmonares varia de acordo com 0 seu numero, a
ressecabilidade das lesGes e o quadro clinico do paciente. Se 0 nimero de metéastases for
pequeno, o tratamento € a metastasectomia. JA numerosas metéastases sdo tratadas com
medicacdo adjuvante, como o interferon, que age inibindo os receptores de VEGF e 0
fator de crescimento de fibroblasto (FGF), além do uso mais recente do denosumab
(Karras et al., 2013).

1.2  VEGEF - Vascular endothelial growth factor

O VEGF, originariamente chamado de VPF (vascular permeability factor), é uma
subfamilia de fatores de crescimento, da familia dos fatores de crescimento derivados das
plaquetas, que agem como proteinas sinalizadoras produzidas por células e que estimulam

a formacéo de vasos sanguineos.

O VEGF foi identificado inicialmente em 1983, por Senger et al. em porcos da
Guiné, hamsters e ratos. Foi purificado e clonado por Ferrara e Henzel, em 1989.
Corresponde a um grupo de substdncias capazes de estimular a angiogénese e a

vasculogénese.

A vasculogénese diz respeito & formagdo nova de vasos do sistema circulatério
embrionario. Ja a angiogénese corresponde ao crescimento de vasos sanguineos a partir
de vasos preexistentes. N&o é exclusiva das células tumorais, pois faz parte também da
resposta fisioldgica (Ferrara et al., 1991; Berse et al., 1992). Quando uma ceélula
apresenta hipdxia, ela libera uma substancia chamada fator induzido por hipoxia (HIF)

que por sua vez estimula a producdo e liberagéo extracelular do grupo de fatores chamado
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VEGF. O VEGF circulante se une aos seus receptores nas células endoteliais, ativando a

via tirosina quinase, levando a angiogénese.

Este grupo de fatores € composto por varios agentes angiogénicos: VEGF A, B, C,
D, E e F, aléem do PGF (placenta growth factor) (Quadro 1). O VEGF E e F ndo séo
secretados por células humanas (Baptista, 2010). As células dos mamiferos expressam o
VEGF-A, B, C, D e 0 PGF.

Quadro 1 — Tipos de VEGF e funcdo

Tipo Funcao

VEGEA angiogénese, quimiotaxia para macréfagos e granuldcitos, e
vasodilatagéo (liberacdo de NO)

VEGF-B angiogénese embrionaria

VEGF-C linfangiogénese

VEGF-D linfangiogénese ao redor dos bronquiolos pulmonares

VEGF-E produzido por alguns virus

VEGF-F encontrado no veneno de algumas cobras
vasculogénese

PIGF angiogénese durante isquemia, inflamacéo e cicatrizacdo de
feridas

O HIF-1 é um fator de transcricdo que se une ao DNA na regido de genes alvo. O
HIFa e HIFB sdo constantemente produzidos, mas como o HIFa é sensivel ao oxigénio,
em condicdes normais ele é degradado. Em condicdes de hipoxia, ele persiste e estimula,
juntamente com o HIFp, a liberacdo de VEGF. O HIF-1 é um regulador chave do VEGF
e outros fatores angiogénicos (Blancher et al., 2000) e que tem importancia crucial no

crescimento e progressdo de tumores solidos (Carmeliet et al., 2000).

A concentracdo sérica de VEGF estd aumentada nos pacientes com diabetes

mellitus e asma brénquica (Cooper et al., 1999). O VEGF ajuda a criar vasos a partir do
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desenvolvimento embrionario, em lesdes de vasos, ap6s exercicios musculares ou a criar
circulacédo colateral em resposta ao entupimento de vasos.

Quando ocorre uma expressdo excessiva do VEGF, podem ocorrer alteracdes que
predispdem tanto ao desenvolvimento de tumores, como a outras alteracfes. Um exemplo

é a lesdo na retina causada pela proliferacdo de vasos induzidos pelo excesso de VEGF.

O VEGF-A, o primeiro a ser descoberto, apresenta como funcgoes:

a) angiogénese através de: aumento de migracdo e da mitose das células
endoteliais, aumento da atividade da metaloproteinase da matriz, aumento da
atividade, criacdo de lumens dos vasos sanguineos e criacdo de fenestracdes;

b)  agente quimiotaxico para macrofagos e granuldcitos;

c)  vasodilatacdo, através da liberacdo de 6xido nitroso;

d) aumenta a permeabilidade vascular.
Existem 3 receptores conhecidos para a familia VEGF, chamados de VEGFR1, 2 e
3. O Quadro 2 e a Figura 1 mostram a a relacdo entre formas de VEGF e receptores

(VEGFR):

Quadro 2 — Tipos de VEGF e seus receptores

VEGF Receptor
VEGF-A VEGFR 1e?2
VEGF-B VEGF 1
VEGF-C VEGF2e3
VEGF-D VEGF2e3
VEGF-E VEGF 2
VEGF-F -
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VEGFR-1  VEGFR-2 VEGFR-3
(FIt-1) (FIk-1/KDR) (FIt-4)

Figura 1 — Tipos de VEGF e interacdo com receptores especificos

O VEGF-A é um dos mais potentes agentes angiogénicos conhecido e o primeiro a
ser descoberto. Quimicamente é uma glicoproteina dimérica com peso de 36 a 46
quilodaltons (KDa). Promove angiogénese e aumento da permeabilidade vascular. O
VEGF-A tem 6 isoformas identificadas, com um nimero variado de aminoacidos, o que
explica a variagdo do peso molecular. Essas isoformas apresentam 121, 145, 165, 183,
189 e 206 aminoacidos. As isoformas 121, 165 e 189 séo as mais estudadas. A isoforma
121 é uma proteina acida que se liga fracamente a heparina; ja a isoforma 165 é uma
glicoproteina que se liga & heparina (Houck et al., 1991). As isoformas 189 e 206 tém

propriedades bioguimicas semelhantes a isoforma 165 (Conn et al., 1990).
Atualmente se sabe que a familia VEGF ndo € a unica promotora da angiogénese.

Existem vérias outras substancias como o FGF2 (basic fibroblast growth factor) e o HGF,

também fatores potentes de angiogénese.
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Além de ser um fator importante na angiogénese dos tumores, o0 VEGF promove
proliferacdo das células tumorais, hidrolisa a membrana basal e aumenta a permeabilidade

vascular através da sua ligacdo com o receptor especifico (Zhang et al., 2015).

O VEGF esta envolvido em vérias doengas ndo oncoldgicas. Apés um trauma do
sistema nervoso central, ocorre um aumento na expresséo do VEGF-A e de seus
receptores, diminuindo com o tempo. Isso aumenta a capacidade enddgena de
revascularizacdo cerebral apos a lesdo (Mecollari et al., 2014). Na artrite reumatoide o
VEGF é liberado em resposta ao TNF-o, aumentando a permeabilidade do endotélio e
estimulando a angiogénese. Na retinopatia diabética, a isquemia causada pela doenca leva
a um aumento da expressdo do VEGF-A, e a um desbalanco nas isoformas, o que causa
proliferacdo de vasos na retina e perda da visdo. Na degeneracdo macular relacionada a
idade, o VEGF também tem o seu papel, com uma fisiopatologia similar a da retinopatia
diabética. O uso de inibidores de VEGF nesta situacéo ja esta bem estabelecido.

Os pacientes que sofrem de enfisema pulmonar apresentam baixos niveis de VEGF
na artéria pulmonar. Nos rins, 0 aumento de expressdo do VEGF nos glomérulos causa
hipertrofia glomerular e estd associado a proteinaria (Liu et al., 2007). Alteragdes no
VEGF podem ser preditivas do inicio precoce da pré-eclampsia (Andraweera et al.,
2012).

O VEGF também foi estudado com relacéo a associacdo da degeneracao discal com
a angiogénese, pois alguns trabalhos sugerem que o polimorfismo em genes previamente
implicados em angiogénese poderiam contribuir para a etiologia da degeneracédo do disco
intervertebral (Amaro et al., 2017). O VEGF foi estudado ainda na doenca arterial
coronariana, apresentando resultados contraditorios: alguns trabalhos mostram que o
VEGF poderia auxiliar a reendotelizacdo e diminuicdo do espessamento da camada
intima da artéria; ja outros mostram que o VEGF, ao aumentar a nutricdo local, poderia

espessar a parede da artéria em modelos animais (Biselli et al., 2008).
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1.3 A importancia da angiogénese no desenvolvimento dos tumores

A angiogénese pode ser definida como o processo no qual ocorre a formacéo de
uma rede vascular nova a partir de capilares preexistentes. 1sso é fundamental para o
desenvolvimento de tumores so6lidos, como o crescimento, invasdo de tecidos adjacentes
e desenvolvimento de metastases. A medida que o tumor cresce, é necessario o
desenvolvimento de novos vasos para nutri-lo. A hipoxia resultante do desenvolvimento
das células tumorais malignas estimula a producdo de VEGF que por sua vez aumenta a
densidade de microvasos dentro do tumor (Vermeulen et al.,, 1996). Com efeito,
Gimbrone et al., em 1972, relatam que ndo existe tumor solido com didmetro acima de
2 mm sem que haja angiogénese pois as células tumorais precisam estar a até 200
micrébmetros de distancia de um vaso para receberem nutrientes e sobreviverem
(Holmgren et al., 1995; Carmeliet et al., 2000). A concentracéo intratumoral do VEGF
nos tumores de mama malignos mais vascularizados é maior que a concentracao nos

tumores de mama menos vascularizados (Toi et al., 1996).

De acordo com Scappaticci (2002), os vasos tumorais em geral ndo sofrem
alteracdes génicas que possam induzir uma resisténcia a drogas, como ocorre com as
células tumorais frente a quimioterapia. 1sso passou a abrir um novo e promissor campo
de estudo: em vez de se desenvolver quimioterapicos diretamente contra a célula tumoral,

desenvolve-se medicacdes que afetem a capacidade de angiogénese do tumor.

Nessa linha de pesquisa, tem-se estudado os anticorpos monoclonais antiVEGF.
Esses estudos ndo sdo recentes em animais, como o de Kim et al., de 1993, publicado na
revista Nature. Neste trabalho, inclusive, mostrou-se um potente efeito inibitério em

alguns sarcomas de partes moles, como o rabdomiossarcoma e o leiomiossarcoma.

Outros trabalhos passaram entdo a mostrar uma piora do prognéstico associado a

um aumento de expressdo do VEGF, como nos trabalhos abaixo relacionados:
. Osteossarcoma (Lee et al., 1999; Kaya et al., 2000, 2004, 2009; Huang et

al., 2000; Kreuter et al., 2004; Oda et al., 2006; Park et al., 2008; Zhou et
al., 2011);
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. Mama (Foekens et al., 2001);

. Prostata (Miyake et al., 2005; Peyromaure et al., 2007);
. Pulmao (Bremnes et al., 2006);

. Ovério (Hefler et al., 2007);

. Colorretal (Warren et al., 1995; Konno et al., 1998);

. Carcinoma células renais (Jacobsen et al., 2004).

Convém lembrar que em relagdo ao osteossarcoma, outros trabalhos ndo associaram
aumento de expressdo de VEGF com piora do prognostico (Mizobuchi et al., 2008;
Abdeen et al., 2009; Baptista, 2010).

Outros trabalhos estudaram a correlacéo entre expressdo VEGF e a agressividade
dos sarcomas de partes moles: Potti et al., 2004a; Hayes et al., 2004; Yudoh et al.,
2001; Chao et al., 2001. O trabalho de Pakos et al., de 2005, associa uma maior

densidade de microvasos (MVD) a maior agressividade dos sarcomas de partes moles

Ruka et al., em 2001, relatam que os pacientes com sarcomas de partes moles
expressam mais VEGF no sangue do que os pacientes sdos. A média de VEGF nos 145
pacientes com sarcoma foi de 668,16 pg/ml, enquanto a média nos 50 pacientes controle
foi de 131,05 pg/ml (p<0,001). O aumento de VEGF teve relagdo com diminuicdo da
hemoglobina, leucécitos, neutréfilos e plaquetas (p<0,001). O trabalho ndo incluiu apenas
0 VEGF, e sim varias outras citocinas como IL-6, IL-8, TNFa e M-CSF. Yoon et al., em
2004, afirmam que a concentracdo sérica do VEGF estava aumentada em 12 vezes nos
pacientes com sarcomas de partes moles em relagdo aos controles saudaveis (p<0,0001);
e que os niveis de VEGF se correlacionaram com o tamanho do tumor, com maiores taxas

de VEGF nos tumores maiores que 10cm.

A expressdo de VEGF esta elevada no TCG agressivo (Zheng et al., 2000), além
de estar implicada na progresséo de varios tumores sélidos (Leung et al., 1989). O VEGF
exerce uma quimio atracdo para pré-osteoclastos (Niida et al., 1998), além de estimular
a diferenciacdo para osteoclastos e ter efeito direto sobre os osteoclastos ja formados
(Engsig et al., 1998). O VEGF pode estar associado & formacéo de células gigantes do
tipo osteoclasto dentro do TCG, além de induzir neoangiogénese e osteoclastogénese
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(Zheng et al.,, 2000). O VEGF recombinante humano foi capaz de induzir
osteoclastogénese em ratos com osteopetrose (Niida et al., 1999).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais antiVEGF humanizados (Presta et
al., 1997) abriu possibilidade de tratamento para alguns tumores (Gerber e Ferrara,
2005). O bevacizumab (Avastin®) foi aprovado para uso pelo FDA em 2004 (Ferrara,
2004). O ranibizumab (Lucentis®) é um outro exemplo de anticorpo antiVEGF, também
ja comercializado. O bevacizumab é um anticorpo monoclonal antiVEGF humanizado
recombinante utilizado como droga de primeira linha no tratamento do adenocarcinoma
de cdlon e reto metastatico e também como opcéo no hepatocarcinoma. O bevacizumab
pode provocar, dentre outros efeitos colaterais, sangramento gastrico e deiscéncia da
ferida cirdrgica. Por esse motivo, deve ser usado 28 dias antes ou apds a cirurgia, pois
tem uma meia vida de 20 dias. A terapia bioldgica através de anticorpo antirreceptor do
VEGF tem uma tolerancia relativamente alta (Papanastassiou et al., 2010). A dose

recomendada é de 5mg/Kg de peso em infusdo endovenosa a cada 14 dias.

O VEGF também é capaz de estimular as tirosina-quinases. Desta forma, inibidores
de tirosina-quinases sdo outra forma de tratamento bastante empregada, como o sunitinib

(Sutent®), lapatinib (TykerbR) e o sorafenib (Nexavar ®).

A aplicabilidade clinica do nosso estudo seria utilizar anticorpos monoclonais
antiVEGF (bevacizumab, Avastin®; ranibizumab, Lucentis®) nos casos de tumores de
células gigantes agressivos que expressem mais VEGF, como adjuvante do tratamento,
em especial nagueles tumores com metéstase pulmonar, ou com recidiva ou com
dificuldade de resseccdo completa, como nos tumores da pelve. Outra possibilidade seria
utilizar a expressdo de VEGF como marcador para o possivel desenvolvimento de

metastase pulmonar.
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OBJETIVOS

Objetivo primario

o Verificar a correlagéo entre os tipos mais agressivos de TCG e a expressao
de VEGF.

Objetivos secundarios

o Verificar a correlagdo entre 0 0sso envolvido pelo TCG e a expressdo de
VEGF,;

o Verificar a correlagdo entre a ocorréncia de recidiva do TCG e a expressédo
de VEGF;

o Verificar a correlacdo entre 0 TCG com evolucdo para metastase pulmonar e

a expresséo de VEGF.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Prando et al. (1979) estudam 48 tumores de células gigantes, sendo 15 deles
recorrentes. Quarenta e cinco eram benignos e trés malignos. Realizam angiografia em
todos os casos. Os tumores foram graduados em avascular, hipovascular, moderadamente
vascular e hipervascular. Trinta e um casos (64,4%) foram hipervasculares e apenas 5
(10%) eram avasculares. A angiografia auxiliava na avaliagdo de componente extradsseo
do tumor, levando os autores a concluirem que a presenca e extensao do componente de
partes moles modifica o tratamento. Dos 25 pacientes que a angiografia mostrou haver
extensdo extradssea, em 20 pacientes houve a confirmacéo cirirgica desse componente
extradsseo. Nesse trabalho ndo houve correlacdo entre os achados de angiografia e a

agressividade histolégica do TCG.

Zheng et al. (2000) estudam a expressdo génica de VEGF em 8 casos de TCG 0sseo
através de analise tipo Northern blot, semiquantitative reverse transcription polimerase
chain reaction (RT-PCR), fluorescence in situ hybridization (FISH) e imunohistoquimica.
Desses casos, 5 eram Enneking I e 11 e 3 casos Enneking I11. Os autores observam que as
isoformas 121, 165 e 189 estavam presentes em todos os casos. O VEGF estava presente
nas células do estroma tumoral, nas células semelhantes a macréfagos e nas células
multinucleadas semelhantes a osteoclastos. A expressao de VEGF foi maior nos casos de
TCG tipo 11l de Enneking que nos casos tipo | e 1l (p=0,0357). Entretanto, a densidade

de microvasos ndo teve correspondéncia estatistica com o estagio clinico de Enneking.

Sulzbacher et al. (2002) estudam a expressdo de osteopontina (OPN) juntamente
com a expressdo de VEGF em 53 pacientes com osteossarcoma, 11 pacientes com
ostoblastoma e 5 pacientes com areas de remodelagédo 6ssea. A OPN é uma proteina muito
comum na matriz 6ssea extracelular. Os autores mostram que nos casos de osteossarcoma
havia uma correlagéo entre a expressdo de VEGF e OPN. A alta expresséo de VEGF se
correlacionou fracamente com uma pior sobrevida no osteossarcoma (p=0,0841); ja a
OPN nao mostrou correlagdo com a piora da sobrevida. Citando um artigo de Shijubo et
al., de 2000, os autores afirmam que a OPN interage com o0 VEGF, induzindo por si s6 a

migracdo de células endoteliais e potencializando o efeito do proprio VEGF na inducéo
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da migracdo dessas mesmas células. Postulam, portanto, que a OPN e o VEGF estdo

envolvidos no desenvolvimento de varios tumores através da inducdo da osteogénese.

Kumta et al. (2003) publicam um artigo sobre expressdao de VEGF e MMP-9 no
TCG 0sseo e em outras lesdes osteoliticas. As células gigantes e células estromais do
TCG, ceélulas do estroma do cisto 6sseo aneurismatico e da displasia fibrosa e células de
Langerhans e histiécitos do granuloma eosinéfilo expressaram fortemente RNAmM do
VEGF e MMP-9. Os autores concluem que os niveis de expressao de VEGF e MMP-9
foram significativamente maiores no TCG avancgado (graus Il e 111 de Enneking) que no
TCG grau I, com p<0,001. A porcentagem média de células que expressaram VEGF no
grau | de Enneking foi de 20,2%, 39,53% no grau Il e 42,53% no grau Ill. O nimero de
pacientes foi 48, sendo apenas 14 com TCG. Os tumores que recidivaram expressavam
ainda mais VEGF e MMP-9 que os grupos grau Il e 111 (p=0,03 para VEGF e p=0,01 para
MMP). No artigo os autores usam uma porcentagem média de expressao de VEGF, obtida
do ndmero de células que expressaram VEGF em 6 campos selecionados
randomicamente. Um programa de processamento de imagens foi utilizado para calcular
0 numero de células que expressaram VEGF em um determinado campo. Todos 0s
tumores de células gigantes expressaram VEGF, sendo a isoforma 121 a mais abundante.

Pan e Chen (2003) avaliam retrospectivamente a expressdo de VEGF e a expressao
da densidade de microvasos (MVD) em 30 casos de TCG, buscando associar esses
parametros ao grau histoldgico, prognostico e a malignidade. Tanto a expressao do VEGF
como a MVD foram analisadas através de reacdo imunohistoquimica levando os autores
a encontrarem uma associacdo entre a alta expressdo de VEGF e o pior prognéstico, com
p=0,015. A expressdo de VEGF se correlacionou com a expressdo de MVD no TCG
(p<0,001). Tanto o VEGF como o MDV se correlacionaram com um pior prognostico do
TCG (p=0,015 tanto para 0 VEGF quanto para 0 MDV). Os autores concluem que tanto
a expressdo de VEGF positiva como a alta MVD sdo preditores de mal progndstico para
o0 TCG.

Wang et al. (2005) realizam um trabalho com 69 pacientes com TCG, divididos

em 2 grupos: grupo 1, 42 casos (sem recidiva) e grupo 2, 27 casos (com recidiva). Para

cada um dos grupos, determinam a contagem de células positivas para VEGF, em
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porcentagem. Em um campo com aumento de 400 vezes, 100 células eram avaliadas
quanto a expressdo de VEGF. O grupo sem recidiva expressou VEGF em 28% das células
na média, enquanto o grupo com recidiva expressou 48% (p<0,001). O VEGF também se
correlacionou fortemente com a contagem de densidade dos microvasos (p<0,01). Os
autores concluem que a expressédo de VEGF e a densidade dos microvasos séo parametros

Uteis para predizer a recorréncia do TCG.

Pakos et al. (2005) estudam amostras de tecido de 28 pacientes com sarcomas de
partes moles pré-tratamento e avaliam a associacdo do VEGF e seu receptor KDR/FLK-
1 com o grau histoldgico, com a densidade de microvasos (MVD) e com o resultado
clinico. Concluem que a MVD foi maior em sarcomas que expressaram VEGF fortemente
e nos sarcomas de alto grau. N&o foi possivel obter correlacdo entre a expressao de VEGF
e o resultado clinico por falta de dados. Nesse trabalho os autores usam uma analise
semiquantitativa baseada em uma escala de - a ++: -, quando ndo houve expresséo de
VEGF; + quando menos de 10% das células mostraram positividade (expresséo fraca); e
++, quando mais que 10% das células mostraram expressao (expressdo forte). Desta
forma, os autores usam nivel de corte de 10% de expressdo de VEGF para definir os
grupos com expressdo ou sem expressdo. Mas afirmam também que outros estudos
utilizaram um nivel de corte simplesmente acima de 0% com resultados semelhantes ao

corte de 10% no caso do VEGF, mas sem citar quais seriam esses estudos.

Hara et al. (2006) analisam a expresséo e os receptores de VEGF e a angiogénese
nos tumores ésseos e de partes moles. Usam 60 tumores ao todo, sendo 30 tumores
malignos e 30 tumores benignos. Dos 30 tumores benignos, 8 eram TCGs. Usam para
isso uma pontuacdo imunohistoquimica semiquantitativa que leva em conta a
porcentagem de células que expressaram VEGF em determinado campo e a intensidade
da expressdo. A imunoreatividade foi considerada de acordo com 0s seguintes critérios:
0 ou negativo, quando houve 0% de células positivas; 1+ ou focal, quando houve menos
de 25% de células positivas; 2+, quando houve de 25 a 50% de células positivas; e 3+,
quando houve mais de 50% de células positivas. A intensidade da marcacéo foi feita da
seguinte forma: nenhuma (0), fraca (+1), moderada (+2), intensa (+3). A
imunoreatividade foi obtida através da soma simples desses 2 critérios, de modo que a

pontuacgéo variava de 0 a 6. Os autores notaram que esta soma para as lesdes benignas era
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em média 3,10 (desvio padrdo 1,67) e 4,17 (desvio padrdo 1,80) para as lesdes malignas,
resultado estatisticamente significativo, com p=0,006. Portanto, concluem que os tumores

malignos expressam mais VEGF que os tumores benignos.

Knowles et al. (2008) descrevem que a hipoxia é um regulador importante da
biologia do 0sso e estimula a diferenciacdo do osteoclasto a partir de precursores de
linhagem monocitica. O HIF é um fator-chave pré tumorigénico mediando a expressédo
de alguns genes sensiveis a hipoxia. Esta, através do HIF, induz a liberacao de citocinas
osteoclastogénicas como o cytokine growth factor (HGF) e o fator estimulador de
coldnias de macrofagos (M-CSF), bem como a expressdo de diversos genes que induzem
apoptose, glicdlise e regulacdo do pH. A hipoxia também leva a uma maior expressao de
VEGF. O osso doente em geral é hipdxico (Brighton et al., 1972; Maurer et al., 2006).
Os osteoblastos, ao sofrerem hipdxia, aumentam a expressdo de HIF-1o ¢ HIF -20. O
HIF-1a inibe por sua vez a diferenciacdo dos osteoblastos em cultura (Hiraga et al.,
2007). O M-CSF, juntamente com o RANKL, induzem a diferenciacdo dos precursores
mononucleares CD14+ em osteoclastos (Fujikawa et al., 1996). O M-CSF induz a
expressdo do receptor do RANKL nas células precursoras, dando inicio a diferenciacéo
dos osteoclastos (Yasuda et al., 1998). O HGF também é capaz de induzir a diferenciacdo
para osteoclasto na presenca de RANKL. Os osteoblastos também secretam VEGF em
resposta a hipoxia (Steinbrech et al., 1999), mas a secrecdo do VEGF é mediada
unicamente pela inducdo do HIF-2a (Akeno et al., 2001). A hipoxia induz as 2 isoformas
do HIF nas células mononucleares do TCG, mas o0 HIF-2a ¢ o regulador dominante para
induzir a expressao génica. Diferentemente do VEGF, o M-CSF e o HGF primariamente
induzem o HIF-1a. Isso pode explicar por que a associagio VEGF+RANKL foi menos
eficaz que a associacdo M-CSF+RANKL. O VEGF pode substituir o M-CSF para induzir
osteoclastogénese (Niida et al., 1999). Os osteoclastos humanos e as células gigantes
multinucleadas do TCG expressam HIF-1a e HIF -2a, induzindo a expressdo de VEGF e
outros genes moduladores. Tanto o VEGF como o M-CSF induzem a quimiotaxia dos
osteoclastos. O VEGF-R1 foi descrito como o principal receptor que regula a
diferenciacdo monaocito-osteoclasto e 0 VEGF-R2 como o principal receptor que regula
a atividade do osteoclasto em resposta ao VEGF (Aldridge et al., 2005a). Os autores
examinam 112 tecidos com TCG. Notam que houve expressdo de HIF-1a e HIF-2a nas

células gigantes multinucleadas do TCG. A &rea de reabsor¢éo dssea foi dez vezes menor
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com VEGF + RANKL do que com M-CSF+RANKL, embora outros trabalhos
descrevessem atividade semelhante (Aldridge et al., 2005a,b). Por fim, os autores
sugerem que a hipoxia e a producéo de fatores de crescimento no 0sso podem contribuir
para o inicio e a patogénese do TCG. Nos 0ssos longos sem maturidade esquelética a
epifise tem um suplemento vascular que é interrompido apds a fusdo da fise. A epifise
dos 0ssos longos do adulto tem uma irrigacdo diminuida se comparada a epifise do 0sso
imaturo, como observado por estudo com contraste pela RM (Jaramillo et al., 2004).
Isso poderia deixar parte da epifise hipdxica, iniciando a producdo de HIF e VEGF e 0
recrutamento dos osteoclastos (Zheng et al., 2000; Kumta et al., 2003). Apesar do TCG
ser muito vascularizado, isso também sugere que o fator inicial que gerou o HIF foi a

hipdxia.

Matsumoto et al. (2010) postulam que a via VEGF-FIt-1 (receptor VEGF tipo 1) -
focal adhesion kinase (FAK) poderia estar envolvida na quimiotaxia e proliferagdo das
células precursoras de osteoclastos e contribuir na destruicéo de articulagdes com artrose.
Ao estudarem amostras de 21 pacientes com TCG, notam que o VEGF foi claramente
expresso nos trés tipos de celulas do TCG. Entretanto, as células estromais nédo
expressaram 0 CD68, ao contrario das células monociticas e osteoclasticas, sugerindo que
as células estromais ndo se originaram da linhagem monocitica- macrofagica. Nas células
endoteliais, a sinalizacdo do VEGF é feita basicamente via Flk-1, que é o receptor
VEGFR2 (Skobe et al., 1997). Entretanto, na linhagem monocitica, a maioria dos sinais
do VEGF era transmitido via Flt-1. Os autores relatam que o VEGF, através de
mecanismos paracrinos e autdcrinos, é capaz de ativar a via VEGF-FIt-1-FAK; e que a
ativacdo dessa via poderia estar envolvida na migracdo das células reativas precursoras

de osteoclastos para o local da lesdo 0ssea.

Wei et al., em 2010, analisam 2 casos de TCG com multiplos focos de metastase,
inclusive para coluna vertebral. Esses pacientes foram tratados com IFN a-2b por 3 anos

cada. Os autores ndo relatam complicagbes com o uso de interferon, e as lesGes

desapareceram ou regrediram significativamente.

Kaly e Rosner (2012) publicam um artigo sobre o uso do tocilizumab, um

anticorpo monoclonal humano 1gG antirreceptor da IL-6. Relatam o0 seu uso em varias

Marcelo Tadeu Caiero



Revisdo da Literatura | 25

doencas reumatoldgicas, como a artrite reumatoide (AR) e lUpus eritematoso sistémico.
A IL-6 tem um grande impacto na resposta imunol6gica, na hematopoiese e inflamacéo,
apresentando potente efeito pré-inflamatorio. A espondilite anquilosante (EA), uma
espondiloartropatia do mesmo grupo da artrite reativa e da artrite psoriatica, passou a ser
tratada com tocilizumab nos casos em que ndo houve melhora com o uso de anti-TNFa.
Na EA observou-se elevado indice de IL-6 tanto no sangue como na articulagdo
sacroiliaca, sugerindo que a IL-6 tem importancia na patogénese. Na AR a IL-6 induz o
aumento de producdo do VEGF no tecido sinovial, levando a um aumento da
vascularizagdo da sindvia, erosdes e reabsorcdo Ossea secundaria a diferenciacdo e

ativacdo dos osteoclastos (Kotake et al., 1996).

Taylor et al. (2012) relatam que varios fatores de crescimento sdo capazes de
induzir osteoclastogénese mediado pelo RANKL, como VEGF-A, VEGF-D, PIGF e 0
fator de crescimento de hepatocitos (HGF), mesmo na auséncia do M-CSF. J& o VEGF-
C ndo foi capaz de formar osteoclasto a partir de uma cultura de mondcitos, mesmo na
presenca de RANKL. A quantidade de reabsorcdo do osso induzida por VEGF-A +
RANKL e VEGF-D + RANKL foi de 4,5% e 5,4% respectivamente em relagdo ao
controle (M-CSF + RANKL). Ja na presenca de RANKL + M-CSF, o VEGF-A e HGF
formaram células gigantes numerosas, muito grandes e com grande capacidade de
reabsorcéo 6ssea. Os autores notaram 72% mais de reabsor¢do se comparado apenas ao
controle com M-CSF+ RANKL e observaram que os osteoclastos formados apenas pela
acdo do VEGF, mediado pelo RANKL, tinham uma capacidade baixa de reabsorcao
embora ndo tenham observado uma diminuicdo no namero de células multinucleadas.
Assim, concluem que a presenca de varios fatores de crescimento osteoclastogénicos,

juntamente com o M-CSF, podem explicar a oste6lise intensa observada no TCG.

Fu et al. (2014) estudam 22 pacientes com TCG do sacro e analisam 0s niveis de
expressdo do HIF-1a e VEGF utilizando imunohistoquimica e Western blot. Também
analisam a expressdo de CD34, um marcador de angiogénese. Usam como controle
amostras de 10 sacros normais. Utilizam um sistema semiquantitativo para analisar o
nivel de expressao, seguindo os mesmos parametros publicados por Hara et al., em 2006.
O VEGEF foi localizado no citoplasma das células estromais e no citoplasma das células

gigantes multinucleadas. Mais dessas células eram VEGF positivas no TCG sacral que
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nos tecidos controle. A maior expressao de CD34 também ocorreu nas amostras de TCG
em relagdo ao controle. A expressao aumentada de HIF-1a e VEGF foi correlacionada
com um valor mais alto de densidade de microvasos nas amostras de TCG sacral que nos
casos controle. Os autores concluem que o HIF-1a, VEGF e CD34 sdo mais expressos no

TCG do sacro e que 0 CD34 se correlacionou com o HIF-1a e VEGF.

Hatano et al. (2014) relatam que as células gigantes do tipo osteoclasto poderiam
aumentar a infiltracdo de macréfagos, a permeabilidade vascular e a linfangiogénese via
expressdo de VEGF-C. As células gigantes do tipo osteoclasto tém caracteristicas
similares aos proprios osteoclastos (Atkins et al., 2000). O VEGF-C seria o0 responsavel
pela linfangiogénese nos tumores que contém células gigantes do tipo osteoclasto. O
VEGF-C ndo ¢ produzido apenas pelas células endoteliais linfaticas, mas também pela
linhagem monocitica/macrofagica (Hamrah et al., 2004). O aumento da expressdo do
VEGF-C no meio tumoral induz a linfangiogénese e estaria associado a disseminagdo
linfonodal e metéstase para outros 6rgdos, com piora no progndstico. Além da
linfangiogénese, o VEGF-C promove a permeabilidade vascular e mobilizacdo dos
macrofagos, contribuindo para uma maior agressdao do tumor. Os autores terminam
concluindo que o VEGF-C tinha aumento de expressdo com a diferenciagdo da linhagem
monocitica/macroféagica e que a interagdo VEGF-C, RANKL e células gigantes do tipo

osteoclasto poderiam ser mecanismos para o crescimento rapido do tumor.

Song et al. (2015) estudam a capacidade do 5-fluoruracil (5-FU) de impedir a
progressao do TCG atraves do blogueio da osteoclastogénese e da angiogénese. O 5-FU
é um agente quimioterapico bastante usado na pratica oncologica, como nos carcinomas
gastrointestinais e no carcinoma de mama. O 5-FU bloqueou in vitro as células estromais
e as células gigantes do tipo osteoclasto atraves da via do fator nuclear Kappa B (NF-
kappaB). Além disso, o 5-FU indiretamente inibiu vérios fatores de ativacdo de
osteoclastos, entre eles o VEGF, sendo também capaz de inibir a angiogénese via
bloqueio do VEGF. Os autores citam que os bisfosfonatos e o denosumab atuam
principalmente no osteoclasto e ndo nas células estromais (Atkins et al., 2000). Outras
desvantagens do denosumab seriam a necrose de mandibula e fratura subtrocantérica

atipica, além de um potencial risco de transformacdo maligna (Mak et al., 2014). Os
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autores oncluem que o 5-FU poderia ser um candidato potencial para o tratamento do
TCG.

Lépez-Pouza et al. (2015) publicam um artigo sobre novas opc¢des de tratamento
para 0 TCG. No artigo existem considera¢des sobre o tratamento cirurgico, utilizacao de
adjuvancia quimica local como o fenol, peréxido de hidrogénio e cloreto de zinco,
radioterapia, embolizacao e fotoablacdo a laser. Os autores déo bastante énfase ao uso do
denosumab como tratamento sisttémico. O fato de haver no TCG muitos fatores de
crescimento angiogénicos levou ao uso do IFNa como agente antiangiogénico. O
primeiro uso do IFN foi em 1995 (Kaban et al., 1999). Outros estudos mostraram bons
resultados com o IFN (Kaban et al., 2002). O IFNa inibe a expresséo de FGF-b e IL-8,

que sao dois fatores angiogénicos.

Han et al. (2015) estudam a expressdo de CD147, PCNA, VEGF e MMP no TCG
e o significado clinico de cada uma dessas substancias. Para isso, estudam 68 pacientes
com TCG, sendo 24 tumores no estagio | de Jaffe, 37 no estagio Il e 7 no estagio Ill. A
relagdo entre a expressdo de CD147 e de MMP e o prognostico do TCG foi
estatisticamente significante. Nao houve diferenca entre a expressdo de VEGF e 0 estagio
de Jaffe (p=0,21). Também ndo houve diferenca entre a expressdao de VEGF e o
prognostico quanto a recidiva (p=0,052). Houve uma correlacdo positiva entre a
expressao de VEGF e CD147 (r=0.411, P=0,000).

Zhang et al. (2015) estudam a expressdo de ezrina (proteina de ligacdo da
membrana celular e citoesqueleto), CD44 (marcador de tumores de célula tronco) e
VEGF nos tumores de células gigantes do esqueleto em 80 pacientes. O VEGF foi mais
encontrado no citoplasma da célula do que na membrana. Nesse estudo o VEGF foi
positivo em 61,3% no tecido tumoral e em 26,2% no tecido adjacente ao tumor (pelo
menos 3 cm distante), mas sadio (p<0,001). Nesse trabalho o autor usou 10% como nivel
de corte para determinar se uma amostra seria positiva ou negativa na expressao do
VEGF: se houvesse até 10% de células que expressassem VEGF, a amostra era
considerada negativa; acima de 10% a amostra era considerada positiva. Além disso, os

autores mostram que os tumores de células gigantes Campanacci Il apresentavam uma
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expressdo maior de VEGF (p=0,025). A taxa de recidiva também foi maior nos pacientes
que apresentavam maior expressao de VEGF (p=0,046).

Marcelo Tadeu Caiero



4. METODOS



Métodos | 30

4 METODOS

O projeto de pesquisa foi cadastrado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo e devidamente inscrito
na Plataforma Brasil (Anexo A). O projeto também foi aprovado pela Comisséo de Etica

para analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) (Anexo B).

Foram analisados todos os prontuarios de pacientes operados por TCG 6sseo no
Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da FMUSP entre os anos
de 2000 e 2016.

4.1 Critérios de inclusdo
1)  Pacientes com diagndstico anatomopatologico de tumor de células gigantes
6sseo tratados no IOT-HC-FMUSP de 2000 a 2016;
2)  Seguimento clinico de pelo menos 24 meses;
3) Blocos do AP dos pacientes disponiveis.
4.2 Critérios de exclusao

1)  Tumores de células gigantes da bainha tendinosa;

2)  Tumores de células gigantes malignos 0sseos;

3)  TCGs com transformagdo maligna.

4.3 Levantamento de prontuario

Os prontuérios foram analisados em busca de varias informagdes como:

o Osso acometido e regido do osso (proximal ou distal);
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o Lado acometido;

o Idade do paciente;

o Tempo de historia da doenga;

o Classificacdo radiografica de Campanacci;

o Tamanho do tumor; nos casos em que havia RM ou TC pré-cirurgia, foi
levado em consideracéo o tamanho no maior eixo, em milimetros, de acordo
com o laudo emitido pelo Servigo de Radiologia;

o Tempo decorrido entre inicio dos sintomas e cirurgia definitiva;

o Modalidade de cirurgia empregada;

o Presenca ou auséncia de recidiva; no caso de recidiva, o tratamento instituido;

o Tempo decorrido entre cirurgia e recidiva,;

o Tempo de seguimento;

o Presenca ou auséncia de metastase pulmonar;

o Se o0 paciente recebeu neoadjuvancia com denosumab ou bisfosfonatos.

Classificacdo radiografica

A classificacdo radiografica utilizada foi a de Campanacci et al., de 1987:

o Grau I: borda bem delimitada fina de 0osso maduro, com a cortical intacta ou
levemente afilada, mas ndo deformada;

o Grau I1I: margens relativamente bem definidas, mas n&o bordas radiopacas; a
cortical e a borda de osso reacional estao finas e moderadamente expandidas,
mas ainda presentes;

o Grau I1I: bordas indefinidas, sugerindo crescimento rapido e permeativo; o
tumor protrui para as partes moles, mas a massa de partes moles ndo segue o

contorno do 0sso e ndo esta delimitada pelo 0sso reativo.
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45 Analise estatistica

Os dados foram armazenados em uma planilha de Excel® for MAC e
posteriormente foram importados para o Software SPSS® 25 for MAC para anélise
estatistica.

Os dados foram todos do tipo categoricos e foram descritos pela sua contagem e
sua frequéncia relativa. Diversas associacdes foram realizadas para inferéncia estatistica,
seguindo o objeto central nas associagdes com 0 VEGF. Para associacdo entre as variaveis
categoricas foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson, e quando adequados, 0s testes
de Fischer ou de razdo de verossimilhanca para nimero de pequenos eventos observados
e esperados (<10). Foi aceito como erro do tipo I, para diferencas estatisticamente

significantes, o valor de p<0,05.

As variaveis foram obtidas e agrupadas da seguinte forma:

o Idade entre 20 a 40 anos e fora dessa faixa etéaria;

. Género masculino e feminino;

o Localizagdo anatomica do tumor: membro superior, membro inferior,
esqueleto axial;

. Campanacci: I, Il em um grupo e Il em outro grupo;

o Tipo de cirurgia: intralesional estendida ou marginal/ ampla;

o Tamanho da lesdo no maior eixo: menor ou igual a 8cm ou maior que 8 cm;

o Presenca ou auséncia de recidiva local;

o Presenca ou auséncia de metastase pulmonar.

4.6 Meétodo para avaliar expressdo do VEGF

Apobs a identificacdo dos pacientes com TCG operados no 10T entre 2000 e 2016,

o0 Laboratdrio de Anatomia Patoldgica do 10T separou o bloco e as laminas dos pacientes.
A patologista responsavel pela analise dos casos inicialmente escolheu os blocos
mais representativos de cada um dos casos. Nos casos que tinham amostras da biopsia e

da peca foi escolhida a amostra da peca. Nos casos ndo operados foram escolhidas as
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amostras da bidpsia. Os cortes de tecido provenientes de bidpsia ou resseccao de tumores
de células gigantes foram colocados em laminas silanizadas (Sigma Chemical Co. St.
Louis, Missouri, EUA). Foram realizadas 8 laminas de cada caso. Dentre estas, 2 foram
escolhidas pela patologista por serem mais representativas do tumor de células gigantes.
Essas duas laminas foram enviadas para o laboratério de imunohistoquimica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. As 6 laminas remanescentes

ficaram como reserva, caso ocorresse algum problema com as outras laminas.

Posteriormente foram realizados os seguintes processos: desparanifinizacao,
hidratagdo, recuperacdo dos sitios antigénicos por alta temperatura em Tris-EDTA pH 9,
bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada 10v (3%) e as laminas foram

deixadas em tampao de lavagem (TBS- tris buffered saline).

O anticorpo VEGF — Vascular Endothelial Grown Factor (clone VG1, c6d.: M7273;
DAKO, Denmark, EUA) foi utilizado na diluicdo de 1:500 e as laminas ficaram incubadas

durante a noite até a manha do dia seguinte a 4°C.

Depois foi feita a incubacdo com o anticorpo secundério Polimero Novolink (Leica
Biosystems Newcastle, UK) por 30 minutos em estufa 37°C e utilizado como cromdgeno
Diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha).

Em seguida ocorreu a contracoloracdo com Hematoxilina de Harris (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e as laminas foram montadas com laminula em Permount,
Fischer.cod. SP15-500.

O anticorpo utilizado foi anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano
VEGEF, clone VG1, isotipo 1gG1, kappa, isoformas do VEGF 121, 165 e 189. O fabricante

é a Dako Corporation, Carpinteria, California, Estados Unidos da América.

Uma vez realizada a reagdo imunohistoquimica, as laminas retornaram ao
Laboratorio de Patologia do IOT. A patologista fez entdo a anélise de cada uma delas,
atribuindo pontos para a intensidade e para as porcentagens de células que expressaram

VEGF. E importante salientar que a patologista ndo tinha acesso ao caso completo, apenas
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ao numero da ldmina sem, portanto, saber qualquer informacé&o sobre o caso do paciente
ao qual a lamina pertencia. Da mesma forma, o autor da tese também n&o sabia o resultado

da anélise da expressao do VEGF do caso ao levantar o prontuério.

A reacdo foi considerada positiva pela presenga da cor marrom, visualizada na
microscopia Optica com aumento de 200 vezes, representando o complexo antigeno-
anticorpo, que € capaz de se ligar ao cromdgeno. Inicialmente foi escolhido o campo
microscopico mais representativo possivel, ou seja, 0 que apresentou maior expressao
possivel de VEGF (com maior coloragdo marrom) com o menor aumento (10X). Nesse
campo escolhido, agora com aumento de 40X, foi estabelecido quadrantes, cada um
correspondendo a 25% da area do campo. Se houvesse células coradas no quadrante, este
era considerado positivo (analise semiquantitativa). A somatoria dos 4 quadrantes indicou

a expressao de células.

Cada caso recebeu uma pontuacéo de 0 a 3, de acordo com a porcentagem de células

que expressaram o VEGF (Hara et al., 2006).

o 0: negativo, sem expresséo de VEGF;
o 1: positivo focal, <25% de células que expressaram VEGF;
o 2: moderada, 25% a 50% de células que expressaram VEGF;

o 3: difusa, >50% de células que expressaram VEGF.

Além da porcentagem de células que expressaram VEGF, foi analisado também a
intensidade de expressdo do VEGF (Hara et al., 2006). Cada caso recebeu uma

pontuacgéo de 0 a 3 nesse quesito, de acordo com sua intensidade de coloragéo:

. 0: sem expressao;
° 1: intensidade fraca;
° 2: intensidade moderada;

o 3: grande intensidade.
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A pontuacéo final de cada caso foi dada pela soma simples das duas pontuagdes
(Hara et al., em 2006; Fu et al., 2014), de modo que o minimo de pontuagdo era 0 e 0

maximo 6.

4.7 Composicédo dos grupos de acordo com a expressdo de VEGF

Os casos foram divididos em grupos A e B, utilizando-se para isso o trabalho de Fu

et al., de 2014, que dividiu a expresséo de VEGF em 2 grupos:

o Grupo A: baixa expressdo de VEGF, quando a pontuacao observada foi de 0
az;

o Grupo B: alta expressdo de VEGF, quando a pontuacdo observada foi de 3 a
6.

Para as analises de género X VEGF, tamanho tumor no maior eixo X VEGF,
Campanacci X VEGF, recidiva X VEGF e metastase X VEGF, os casos também foram
divididos em 2 outros grupos:

o Sem expressao de VEGF, quando a pontuacao observada foi de 0;

o Com alguma expressdo de VEGF, quando a pontuacdo observada foi de 1 a
6.
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5 RESULTADOS

Ao final do levantamento de prontuarios, foram incluidos 127 pacientes que
preencheram os critérios de inclusdo (Apéndice 1). Outros 18 pacientes foram excluidos
do trabalho por:

. Seguimento menor que 2 anos: 4 casos;
o TCG maligno: 2 casos;

o Falta de informacdes adequadas no prontuario: 12 casos.

O tempo de seguimento médio foi de 6,7 anos, com desvio padréo de 4,9 anos.

Sessenta e trés casos ocorreram no lado direito, 60 casos no lado E e 4 casos na

coluna vertebral.

A distribuicdo da frequéncia entre os géneros feminino e masculino esta

demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), do género

Género Absoluto Relativo
Feminino 68 53,54%
Masculino 59 46,46%
TOTAL 127 100%

A distribuicdo dos casos em dois grupos de faixa etaria, sendo o primeiro grupo
compreendido entre 20 e 40 anos (mais comum para 0 TCG) e fora desta faixa etaria esta

demonstrada na Tabela 2.
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Tabela 2 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da faixa etaria

Faixa etaria Absoluto Relativo
Entre 20 e 40 anos 84 66,14%
Menor que 20 ou maior que 40 anos 43 33,86%
TOTAL 127 100%

A distribuicdo dos casos em membro inferior, membro superior e esqueleto axial

esta demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da localiza¢do do TCG de
acordo com a localizacdo em membro inferior, membro superior e esqueleto

axial
Localizagéo Absoluta (n) Relativa (%0)
Membro inferior 88 69,29%
Membro superior 33 25,98%
Esqueleto axial 6 4,73%
TOTAL 127 100%

A localizagdo dos TCGs no membro inferior estd demonstrada nos Quadros 3 e 4.

Quadro 3 — Localizacdo anatdmica no membro inferior

Proximal do fémur 6
Distal do fémur 28
Proximal da tibia 35
Distal da tibia 7
Proximal da fibula 6
Pé 6
TOTAL 88
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Quadro 4 — Localizagao anatbmica no pé

Calcaneo

Talus

Metatarsos

R W k| e

Falange

A localizacdo dos TCGs no membro superior esta descrita no Quadro 5.

Quadro 5 — Localizacdo anatdbmica no membro superior

Proximal do Umero 5
Distal do Umero 1
Proximal da ulna 1
Distal da ulna 6
Distal do radio 16
Mao 4
TOTAL 33

A localizacdo dos TCGs no membro superior esta descrita no Quadro 6.

Quadro 6 — Localizacdo anatdmica no esqueleto axial

Coluna

Sacro

Iliaco
TOTAL

O N NN
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Com relagéo ao tamanho do tumor, levamos em consideracdo apenas 0s casos que
tinham RM ou TC pré-operatoria, que foram 53 casos (45,67%). A média do tamanho do
tumor ao exame inicial de RM ou TC foi de 7,19cm, com desvio padréo de 2,82cm. A
Tabela 4 mostra a distribuicdo dos casos de acordo com o tamanho do tumor no maior

eixo.

Tabela 4 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), do tamanho do tumor

Tamanho do tumor no maior eixo absoluta(n) relativa (%o)
< 8cm 32 60,38%
> 8cm 21 39,62%
TOTAL 53 100,00%

Dos 127 pacientes, 114 apresentavam radiografias pré-operatorias disponiveis para
andlise. Os 13 pacientes restantes apresentavam apenas radiografias pos-operatorias.
Desses 114 pacientes, 49 também tinham ressonancia magnética do membro acometido

pelo tumor, e mais 4 apresentavam tomografia computadorizada do membro acometido.

A Tabela 5 mostra a divisdo dos casos de acordo com a classificacdo de

Campanacci.

Tabela 5 — Distribuicdo da frequéncia, absoluta e relativa (%), dos casos em relacao a

classificacdo radiografica de acordo com Campanacci

Classificacao radiografica de Campanacci  absoluta(n) relativa (%0)
Tipo | 3 2,63%
Tipo Il 34 29,82%
Tipo 11l 77 67,54%

TOTAL 114 100%
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Os tipos de cirurgia, apos a biopsia, realizados inicialmente foram:

o Resseccdo e endoprotese: 24;

o Resseccdo e espacador de cimento: 4;

o Resseccdo com reconstrucdo: 8 (sendo 1 com aloenxerto e placa, 2 com
reconstrucédo apos vertebrectomia e 5 fibulas vascularizadas para o tratamento
do TCG distal do radio);

o Resseccdo sem reconstrucédo: 16;

o Curetagem, eletrocauterizacao e cimento ortopédico: 32;

o Curetagem, eletrocauterizacdo, cimento ortopedico e placa: 24;

o Curetagem, eletrocauterizacdo, cimento ortopédico e fixacdo intramedular:
11,

o Amputacdo: 3; destes, 1 caso foi submetido a hemicorporectomia (caso 53);

o Artroplastia total do quadril: 2;

o Trés pacientes ndao foram operados: 2 pacientes com TCG do sacro, que foram
embolizados, mas sem sucesso, e um paciente com TCG do iliaco, também
embolizado. A relacdo entre o tipo de cirurgia definitiva empregada e a

classificacdo de Campanacci estd demonstrada na Tabela 6.

Tabela 6 — Relagdo entre o tipo de resseccdo e a classificacdo de Campanacci

Campanacci
I+11 i TOTAL
) intralesional 32 27 59
Ressecgao )
marginal/ ampla 5 50 55
TOTAL 37 77 114
p<0,001

Tivemos 26 casos de recidiva do TCG, sendo que 5 casos foram tratados
inicialmente em outro Servigo. Em 16 casos foi realizado como tratamento cirurgico
inicial a curetagem, eletrocauterizacdo e cimento ortopédico, e em 10 casos a ressec¢ao

do tumor com ou sem reconstrugdo. A média de tempo para a recidiva foi de 30,2 meses,
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com desvio padréo de 30,3 meses. A Tabela 7 mostra a distribui¢do dos casos de recidiva
de acordo com a localizagéo anatdmica. Ja a Tabela 8 mostra a distribuigdo da frequéncia

de recidiva no membro superior e membro inferior.

Tabela 7 — Distribuicdo da recidiva de acordo com a localizagdo anatdmica

Localizacao Numero de casos Porcentagem
Proximal do imero 3 11,54%

. , TOTAL
Distal do Umero 1 3,85% _

) o membro superior
Distal do radio 7 26,92%

) 13 casos
Distal da ulna 1 3,85%

50%

Maéo 1 3,85%
Distal do fémur 3 11,54% TOTAL
Proximal da tibia 5 29.23% membro inferior
Distal da tibia 3 11,54% 13 casos
Proximal da fibula 2 7,69% 50%
TOTAL 26 100%

Tabela 8 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da localizacdo do TCG
em membro inferior, membro superior e a recidiva local

Recidiva local
_ nao sim TOTAL
Localizacéo : i
Absoluta  Relativa Absoluta Relativa (n)
(n) (%) (n) (%)
Membro inferior 75 85,23% 13 14,77% 88

Membro superior 20 60,61% 13 39,39% 33
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Os tumores localizados na regido distal do radio e proximal do imero tiveram maior
taxa de recidiva (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9 — Relacdo entre a localizacdo do TCG na regido distal do radio e o
desenvolvimento de recidiva local

Recidiva
néo sim TOTAL
nao 89 19 108
Distal do radio  sim 9 7 16
TOTAL 98 26 124

p= 0,016

Tabela 10 — Relacdo entre a localizacdo do TCG na regido proximal do Umero e o
desenvolvimento de recidiva local

Recidiva
nao sim TOTAL
nao 96 23 119
Proximal do Gmero  sim 2 3 5
TOTAL 98 26 124

p=0,029

Quatro pacientes receberam adjuvante sistémico, sendo que 3 receberam
denosumab e 1 &cido zoledrénico. Uma paciente recebeu 24 doses de denosumab para
tratamento de um TCG do sacro; outra recebeu 10 doses de denosumab para tratamento
de um TCG do iliaco. Ambas as pacientes ndo foram operadas. Um paciente recebeu
denosumab ap0s a cirurgia para tratamento da metastase pulmonar. Uma paciente recebeu
acido zoledronico para controle de uma metastase do TCG para a nadega antes da cirurgia

da metéstase.
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Dezessete pacientes (13,39%) apresentaram fratura patologica antes do tratamento
definitivo, sendo 1 distal do radio, 2 proximais do imero, 3 proximais da tibia, 4 distais

do fémur, 5 proximais do fémur (colo femoral) e 2 da coluna lombar.

Dois pacientes apresentaram fratura logo apo6s a cirurgia; uma paciente obesa
apresentou fratura proximal da tibia operada e um paciente apresentou fratura do céndilo
lateral do fémur operado. A Tabela 11 mostra a relacdo entre fratura patoldgica e a

classificacdo de Campanacci.

Tabela 11 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da presenca de fratura
patoldgica prévia a cirurgia definitiva segundo a classificacdo de
Campanacci

Presenca de Classificacdo de Campanacci

fratura 1 +11 11

patoldgica Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)

nao 32 32,65% 66 67,35%

sim 5 31,25% 11 68,75%

TOTAL 37 32,46% 77 67,54%
p=0,898

Com relacdo a metastase pulmonar, 90 pacientes tinham radiografias simples de
torax; destes, 25 pacientes tinham também TC de térax de cortes finos. Trinta e sete
pacientes nao tinham imagens do térax. Dos 90 pacientes com exames do torax, 7 (7,78%)
apresentavam metastases pulmonares (Quadro 7). Desses 7 pacientes, 2 apresentaram
recidiva prévia (33%). Uma paciente com TCG distal da ulna apresentou metastase para
aregido do quadril 5 anos apds o tratamento da lesdo inicial, mas sem metastase pulmonar

associada.
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Quadro 7 — Casos que apresentaram metatastase pulmonar e localizagcdo priméaria do

TCG
Caso Localizacao
6 Distal do radio
18 Distal do radio
58 Proximal do fémur
63 Distal do fémur
68 Distal do fémur
91 Distal do radio
105 Proximal da tibia

As Tabelas 12 e 13 mostram a distribuicao dos casos de acordo com a porcentagem
de células que expressaram VEGF e a intensidade de expressdo, respectivamente. A

Tabela 14 mostra a pontuacéo final de VEGF.

Tabela 12 — Distribuicdo dos casos de acordo com a porcentagem de células que
expressaram VEGF

Porcentagem de células que expressaram VEGF
Escore de VEGF

0 <25% 25 a 50% >50%
Numero de casos 36 51 29 11
Frequéncia relativa 28,3% 40,2% 22,8% 8,7%
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Tabela 13 — Distribui¢éo dos casos de acordo com a intensidade de expressédo do VEGF

Intensidade de _
Intensidade de expressao de VEGF

expressao
0 + ++ +++
NUmero de casos 36 59 21 11
Frequéncia relativa 28,3% 46,5% 16,5% 8,7%

Tabela 14 - Distribuicdo dos casos de acordo com a expressdo total de VEGF
(porcentagem de células + intensidade de expressao)

Pontuagdo VEGF Absoluto (n) Relativo (%0)

0 36 28,35%
1 0 0%

2 44 34,64%
3 19 14,96%
4 14 11,02%
5 9 7,09%
6 5 3,94%

TOTAL 127 100%

As Figuras 2, 3 e 4 mostram as laminas obtidas apds a rea¢do imunohistoquimica

com o anticorpo antiVEGF. As células com coloracdo marrom expressam VEGF.
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Figura 2 — Expressao de VEGF positiva, porém menor que 25% das células (setas) e intensidade
fraca. Caso 34. A: aumento de 10x; B: aumento de 20x; C: aumento de 40x
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Figura 3 — Expressdo de VEGF positiva entre 25% e 50% das células e intensidade moderada.
Caso 30. A: aumento de 10x; B: aumento de 20x; C: aumento de 40x
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Figura 4 — Expressdao de VEGF acima de 50% das células e grande intensidade. Caso 71. A:
aumento de 10x; B: aumento de 20x; C: aumento de 40x
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Os casos foram divididos de duas formas de acordo com a pontuacéo final de VEGF.
A Tabela 15 mostra a distribuicdo dos casos utilizando o nivel de corte de 25% (baixa
expressao e alta expressdo) e a Tabela 16 mostra a distribuicdo dos casos usando o nivel

de corte de 0% (com expressao ou sem expressao).

Tabela 15 — Distribuicdo dos casos de acordo com a pontuacdo de VEGF levando em
consideracdo o corte de 25%

Expressdo + intensidade de VEGF

GrupoA-0a? GrupoB-3a6
Absoluta(n) Relativa (%) Absoluta (n) Relativa (5)
Numero de pacientes 80 63% 47 37%

Tabela 16 — Distribuicdo dos casos de acordo com a pontuagdo de VEGF levando em
consideracdo o corte de 0%

Expressdo + intensidade de VEGF
0al 2a6
Absoluta(n) Relativa (%) Absoluta (n) Relativa (%)
Numero de pacientes 36 28,35% 91 71,65%
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As Tabelas 17 e 18 mostram a distribuicdo de género de acordo com a expresséo
de VEGF.

Tabela 17 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), do género segundo a
expressao de VEGF utilizando o corte de 25%

Expresséo + intensidade de VEGF

Género GrupoA-0a?2 GrupoB-3a6
Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)
Feminino 44 64,7% 24 35,3%
Masculino 36 61% 23 39%
TOTAL 80 63% 47 37%
p= 0,668

Tabela 18 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), do género segundo a
expressdo de VEGF utilizando o corte de 0%

Expressdo + intensidade de VEGF

Género Dal 2a6

Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)
Feminino 18 23,5% 50 73,5%
Masculino 18 30,5% 41 69,5%
TOTAL 36 28,35% 91 71,65%

p=0,615
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As Tabelas 19 e 20 mostram a distribuicdo da faixa etaria de acordo com a

expressao de VEGF.

Tabela 19 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da faixa etaria ao
diagndstico segundo a expressdo de VEGF no momento do diagndstico
com corte de 25%

Expressdo + intensidade de VEGF

) o GrupoA-0a?z2 GrupoB-3a6

Faixa etaria ] )
Absoluta (n)  Relativa (%) Absoluta Relativa
(n) (%)

Entre 20 e 40 anos 55 65,5% 29 34,5%
Abaixo de 20 ou

) 25 58,1% 18 41,9%
acima de 40 anos
TOTAL 80 63% 47 37%

p=0,418

Tabela 20 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da faixa etaria ao
diagnostico segundo a expressdao de VEGF no momento do diagndstico
com corte de 0%

Expresséo + intensidade de VEGF

) o Oal 2a6
Faixa etaria ) ]
Absoluta Relativa Absoluta Relativa
(n) (%) (n) (%0)
Entre 20 e 40 anos 26 30,95% 58 69,05%
Abaixo de 20 ou
10 23,26% 33 76,74%

acima de 40 anos
TOTAL 36 28,35% 91 71,65%

p=0,362
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As Tabelas 21 e 22 mostram a distribui¢do da localizacdo do TCG em membro

superior e inferior de acordo com a expressao de VEGF.

Tabela 21 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da localizacdo do TCG
em membro inferior, membro superior e esqueleto axial e a expressédo de
VEGF com corte de 25%

Expressdo + intensidade de VEGF

Localizagéo GrupoA-0a2 GrupoB-3a6

Absoluta (n) Relativa (%0) Absoluta (n) Relativa (%0)
Membro inferior 49 59,8% 33 40,2%
Membro superior 26 66,7% 13 33,3%
Esqueleto axial 5 83,3% 1 16,7%
TOTAL 80 63% 47 37%
p=0,819

Tabela 22 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da localizacdo do TCG
em membro inferior, membro superior e esqueleto axial e a expressdo de
VEGF com corte de 0%

Expresséo + intensidade de VEGF

Localizacéo Dal 2a6

Absoluta (n) Relativa (%0) Absoluta (n) Relativa (%)
Membro inferior 24 27,3% 64 72, 7%
Membro superior 11 33,3% 22 66,7%
Esqueleto axial 1 16,7% 5 83,3%
TOTAL 36 63% 91 37%

p=0,513
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As Tabelas 23 e 24 mostram a distribui¢do do tamanho do tumor no seu maior eixo
de acordo com a expressdo de VEGF. Apenas 0s casos que tinham RM ou TC pré-

operatorias foram selecionados.

Tabela 23 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), do tamanho do tumor
segundo a expressdo de VEGF usando nivel de corte de 25%

Tamanho do Expressado de VEGF

tumor no GrupoA-0a2 GrupoB-3a6

maior eixo Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)

<8cm 23 71,87% 9 28,3%

>8cm 14 66,67% 7 33,33%

TOTAL 37 63,8% 16 36,2%
p=0,686

Tabela 24 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), do tamanho do tumor
segundo a expressdo de VEGF usando nivel de corte de 0%

Tamanho do Expressdo de VEGF

tumor no 0al 2a6

maior eixo Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta(n)  Relativa (%)
<8cm 9 39,13% 23 71,87%
>8cm 6 28,57% 15 71,43%
TOTAL 15 28,30% 38 71,7%

p=0,972
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As Tabelas 25 e 26 mostram a distribuicdo da classificagdo de Campanacci de
acordo com a expressdo de VEGF. Como 13 casos ndo tinham radiografias pré-

operatorias, 0 numero total de casos para esta analise foi 114.

Tabela 25 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da classificacdo de
Campanacci de acordo com a expressao de VEGF usando nivel de corte

de 25%
Expressdo + intensidade de VEGF
Campanacci GrupoA-0a?2 GrupoB-3a6
Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)
Tipo I + 11 21 55,3% 17 44,7%
Tipo 11l 49 64,5% 27 35,5%
TOTAL 70 61,4% 44 38,6%

p=0,341

Tabela 26 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da classificacdo de
Campanacci de acordo com a expressdo de VEGF usando nivel de corte

de 0%
Expressdo + intensidade de VEGF
Campanacci 0al 2a6
Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)
Tipo I + 11 7 18,9% 30 81,1%
Tipo 11l 24 31,2% 53 68,8%
TOTAL 31 27,2% 83 72,8%

p=0,169
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As Tabelas 27 e 28 mostram a distribuigdo da recidiva local de acordo com a
expressdo de VEGF. Como 3 casos ndo foram operados, o nimero total de casos para esta

analise foi 124.

Tabela 27 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da recidiva local de
acordo com a expressdo de VEGF usando nivel de corte de 25%

Expressao + intensidade de VEGF

Recidiva local GrupoA-0a?2 GrupoB-3a6
Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%0)
Com recidiva 16 61,5% 10 38,5%
Sem recidiva 61 62,2% 37 37,1%
TOTAL 77 62,1% 47 37,9%
p=0,947

Tabela 28 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da recidiva local de
acordo com a expressdo de VEGF usando nivel de corte de 0%

Expressdo + intensidade de VEGF

Recidiva local 0al 2a6

Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)
Com recidiva 11 39,3% 15 60,7%
Sem recidiva 26 27,1% 72 72,9%
TOTAL 37 29,8% 87 70,2%

p=0,114
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A relacgdo entre o tipo de cirurgia definitiva empregada e a expressdo de VEGF esta

demonstrada na Tabela 29.

Tabela 29 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), do tipo de cirurgia
segundo a expressdo de VEGF (resseccdo intralesional x ressecgédo
marginal ou ampla)

Expressdo + intensidade de VEGF

Tipo de cirurgia GrupoA-0az2 GrupoB-3ab6
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
intralesional 42 62,69% 25 37,315%
marginal ou ampla 35 61,40% 22 38,60%
TOTAL 77 62,10% 47 37,90%
p=0,883

Dois pacientes (1,57%) apresentaram lesdes multicéntricas. Dezoito pacientes
(14%) evoluiram com infeccdo no pds-operatorio: um distal do radio, 5 proximais da tibia,
1 distal da ulna, 2 proximais do Umero, 1 calcaneo, 5 distais do fémur, 1 colo do fémur,

1 metatarsiano e 1 distal da tibia.

As Tabelas 30 e 31 mostram a presenca ou auséncia de fratura patolégica de acordo

com a expressdo de VEGF no universo de 127 casos.

Tabela 30 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da presenca de fratura
patoldgica prévia a cirurgia definitiva segundo a expressdao de VEGF
usando nivel de corte de 25%

Presenca de Expressdo + intensidade de VEGF

fratura GrupoA-0a?2 GrupoB-3a6
patologica Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)
nao 72 90% 38 80,85%
sim 8 10% 9 19,15%
TOTAL 80 100% 47 100%

p=0,144
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Tabela 31 — Relacdo entre a localizagdo do TCG na regido proximal do fémur e a

ocorréncia de fratura patologica antes do tratamento definitivo

Fratura patoldgica

nao sim TOTAL
) néo 109 12 121
Proximal do )
. sim 1 5
fémur
TOTAL 110 17 127
p<0,001

A pontuacdo total de VEGF dos 7 casos que desenvolveram metastase estd

demonstrada no Quadro 8.

Quadro 8 — Pontuacdo de VEGF e localizagdo anatdmica inicial dos casos que

desenvolveram metastase pulmonar

Caso Localizagéo Pontuagdo VEGF
6 Distal do radio 2
18 Distal do radio 3
58 Proximal do fémur 6
63 Distal do fémur 2
68 Distal do fémur 5
91 Distal do rédio 2
105 Proximal da tibia 2
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Todos o0s pacientes que apresentaram metdstase pulmonar tiveram alguma
expressdo de VEGF (Tabela 32).

Tabela 32 — Relacdo entre a presenca de metastase pulmonar e a expressdo de VEGF

Metastase pulmonar no TCG

presente ausente TOTAL
positivo 7 60 67
Teste VEGF negativo 0 23 23
TOTAL 7 83 90

As Tabelas 33 e 34 mostram a distribuicdo da presencga de metastase pulmonar de

acordo com a expressdo de VEGF.

Tabela 33 — Distribuicéo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da presenca de metéastase
pulmonar segundo a expressdo de VEGF usando nivel de corte de 25%

Presenca de Expressao + intensidade de VEGF

metastase GrupoA-0a2 GrupoB-3a6
pulmonar Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)
Né&o 48 60,8% 31 39,2%
Sim 4 57%% 3 43%
TOTAL 52 60% 34 40%

p=0,604
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Tabela 34 — Distribuicdo de frequéncia, absoluta e relativa (%), da metéastase pulmonar
segundo a expressdo de VEGF usando nivel de corte de 0%

Expresséo + intensidade de VEGF

Metastase
sem qualquer expressao com alguma expressao
pulmonar _ )
Absoluta (n)  Relativa (%)  Absoluta (n)  Relativa (%)
Né&o 23 27,7% 60 72,3%
Sim 0 0% 7 100%
TOTAL 23 63,8% 67 36,2%

Teste Qui-quadrado de Pearson: p=0,093

Raz&o de verossimilhanga: p=0,031

A Tabela 35 mostra a relacdo entre recidiva local e a presenca de metastase

pulmonar.

Tabela 35 — Relacéo entre a recidiva local e o desenvolvimento de metastase pulmonar

Recidiva local

negativo positivo TOTAL
negativo 91 26 117
Metastase pulmonar positivo 5 2 7
TOTAL 96 28 124

p=0,693
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Todos os pacientes que evoluiram para metastase pulmonar foram classificados

inicialmente como Campanacci Il (Tabela 36).

Tabela 36 — Relagdo entre a classificacdo de Campanacci e a presenca de metastase

pulmonar
Campanacci
I+ 11 i TOTAL
) Né&o 37 70 107

Metastase )

Sim 0 7 7
pulmonar

TOTAL 37 77 114

Teste Qui-quadrado de Pearson: p= 0,058

Raz&o de verossimilhanga: p=0,017

As Tabelas 37 e 38 mostram a relacdo entre a localizacéo do TCG, respectivamente,

na regido distal do radio e distal do fémur e o desenvolvimento de metéastase pulmonar.

Tabela 37 — Relacdo entre a localizacdo do TCG na regido distal do radio e o
desenvolvimento de metastase pulmonar

Metastase pulmonar

nao sim TOTAL
néo 72 4 76
Distal do radio sim 11 3 14
TOTAL 83 7 90

p=0,038
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Tabela 38 — Relacdo entre a localizagdo do TCG na regido distal do fémur e o
desenvolvimento de metastase pulmonar

Metéstase pulmonar

nao sim TOTAL
nao 64 5 69
Distal do fémur sim 19 2 21
TOTAL 83 7 90

p= 0,733
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6 DISCUSSAO

O TCG 0sseo é atualmente considerado uma neoplasia de grau intermediario, com
uma taxa de recidiva bastante variavel, principalmente relacionada a forma de tratamento:
ressec¢do intralesional, com ou sem adjuvancia, ou resseccdo com margem. Outra
caracteristica desse tumor € sua possibilidade de causar metastase a distancia,
notadamente para o pulméo. Alguns TCGs tém um comportamento bastante agressivo
localmente, com crescimento répido, grande destruicdo 0ssea e extravasamento extenso
para partes moles, assemelhando-se aos sarcomas. J& outros apresentam crescimento mais

contido, demorando para destruir 0 0sso e invadir as partes moles.

Essa diferenca de comportamento de um mesmo tumor ainda ndo é bem explicada.
Sabemos que no TCG o grau histolégico ndo guarda relacdo com o comportamento
clinico do tumor (Jaffe et al., 1940). Podemos postular entdo que outros fatores possam
contribuir para essa diferenca de apresentacao clinica. Uma das possibilidades estudadas
na Literatura é a expressao de VEGF: tumores que apresentassem maior expressao de
VEGF teriam uma maior agressividade, tanto local como sistémica, esta Ultima traduzida
como potencial de metéstase. Além disso, a localizacdo do TCG também parece
contribuir para sua agressividade. Com efeito, os tumores distais do radio parecem ter um
pior comportamento e uma maior dificuldade no tratamento, com maior taxa de recidiva,
como ja foi descrito previamente por Errani et al., em 2010. Isso poderia acontecer pela
dificuldade em ressecar a lesdo nessa topografia, mas também pela maior expressao de
VEGF.

Quando buscamos na Literatura trabalhos que associem o VEGF ao TCG 06sseo,
notamos que existem relativamente poucos trabalhos. Além disso, os trabalhos estudaram
outras variaveis, como a MMP-9 (Kumta et al., 2003) ou o trabalho de Zhang et al., de
2015, que estudou em 80 casos além do VEGF, a ezrina e 0 CD44. Hara et al., em 2006,
estudam a expressdo de VEGF em 60 casos de neoplasias musculoesqueléticas, mas
destes apenas 8 eram TCGs. N&o encontramos na Literatura trabalhos que focassem
apenas no TCG e VEGF, como é o caso deste estudo. O trabalho de Fu et al., de 2014,
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estudou 22 casos de TCG, mas todos foram do sacro e houve o estudo concomitante de
CD34 e HIF-10.

O numero de casos da nossa casuistica, 127, é razoavel para um tumor raro na
populagéo geral e feito com os pacientes de apenas uma Instituicdo. Entretanto, temos na
Literatura casuisticas maiores, como a de Campanacci et al., de 1987, com 280 casos,
ou de Niu et al., de 2012, de Beijing, China, com 621 pacientes. Mas esses trabalhos ndo
citam o VEGF.

A escolha do periodo compreendido entre 2000 e 2016 foi feita para totalizar ao
final do trabalho entre 150 e 200 casos. ApoOs a avaliacdo inicial, 145 casos foram
selecionados. Mas varios casos foram perdidos, em parte por falta de informacdes basicas
para a pesquisa no prontudrio, ou por perda de contato com o paciente, ou por tempo de
seguimento insuficiente. Outros casos rotulados como TCG na verdade eram tumores de
células gigantes de bainha tendinosa com ou sem invasao ¢ssea; outros eram tumores de

células gigantes malignos.

Uma das dificuldades no desenho do estudo foi definir o nivel de corte para se
considerar determinado caso com baixa expressao de VEGF ou alta expresséo de VEGF.
Esse tema € muito debatido na Literatura, sem aparentemente ter se chegado a um
consenso. Como ja ponderaram Hara et al., em 2006, ao se referirem ao estudo de
expressdo do VEGF nos sarcomas de partes moles, em traducdo livre: “Entretanto,
conclusbes ndo podem ser obtidas pela literatura, porque parece existir uma grande
heterogeneidade entre os estudos em relacdo aos subtipos histoldgicos dos sarcomas de
partes moles, incluindo os niveis de corte de positividade do VEGF, bem como a
metodologia da avaliagdo do VEGF”. A mesma objecio ¢é feita por Pakos et al., em 2005.
Nesse trabalho, os autores usam um nivel de corte de 10% de expressdo de VEGF para
definir os grupos com expressao ou sem expressdo. Mas afirmam também que outros
estudos utilizaram nivel de corte acima de 0% com resultados semelhantes ao corte de
10% no caso do VEGF. Potti et al., em 2004a, utilizam como nivel de corte 10% para
estudo de sarcoma de partes moles e VEGF. Fazer o nivel de corte em 10% ndo foi

possivel pelo desenho inicial do estudo, que definiu o corte inicialmente como 25%.
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Com relacdo as caracteristicas da casuistica, 68 pacientes (53,54%) foram do sexo
feminino e 59 pacientes (46,46%) do sexo masculino. Os trabalhos mostram uma leve
preponderancia do sexo feminino em relagdo ao sexo masculino no TCG (Biermann,
2013). Entretanto, outros trabalhos mostraram uma preponderancia do sexo masculino
(Camargo, 1994). Niu et al., em 2012, publicam um trabalho de um Unico hospital chinés
com 621 casos de TCGs de extremidades e encontram 57,8% de pacientes do sexo
masculino. Os autores ponderam que na populacéo asiatica o TCG seria mais comum em
homens, diferentemente do que ocorre na populacdo caucasiana, com maior incidéncia

em mulheres.

Quando comparamos a expressao de VEGF em relacdo ao género, notamos que ndo
houve diferenca quando o corte foi feito em 25% (p=0.668). O mesmo se observou para
o corte de 0 (p=0,615). Esse resultado era até certo ponto esperado, mas existem trabalhos
que encontraram uma diferenca significativa entre a expressdo de VEGF em homens e
mulheres. Kaya et al., em 2000, ao estudar a expressdo de VEGF no osteossarcoma,
notam que dos 15 pacientes do sexo masculino 12 tiveram alta expressao de VEGF (80%),
ao passo que 5 de 12 pacientes do sexo feminino apresentaram alta expressao (42%), com
p<0,05. De qualquer modo, a maioria dos trabalhos ndo mostra associagao entre género

e expressdo de VEGF.

Com relacdo a faixa etaria, 66,14% dos casos estavam na faixa entre 20 e 40 anos,
e 33,86% abaixo de 20 anos ou acima de 40 anos. Podemos dizer grosso modo que dois
tercos dos casos ficaram entre 20 e 40 anos e um terco fora dessa faixa etaria. A média
de idade para o diagnostico do TCG foi de 32 anos com desvio padrdo de 10,6 anos. A
paciente mais nova tinha 12 anos (caso 121) e o mais velho 74 anos (caso 83) Outros
autores obtiveram resultado semelhante. Niu et al., em 2012, afirmam que a idade média
foi de 31,4 anos, sendo o0 caso mais novo de 11 anos de idade e o mais velho de 71 anos.
Quando comparamos esses dois grupos de faixa etaria com a expressdo de VEGF, nao
encontramos diferenca significativa, com p=0,418 para o corte de 25% e p= 0,362 para o
corte de 0%. Dessa forma, pacientes fora da faixa etéria tipica do TCG, que esta entre 20
e 40 anos expressam a mesma quantidade de VEGF que os pacientes fora dessa faixa

tipica.
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Quando os casos foram divididos pela localizagdo anatdmica (esqueleto axial,
membro superior e membro inferior), notamos que o grupo membro inferior foi 0 mais
prevalente, com 88 casos (69,29%), seguido pelo membro superior com 33 casos
(25,98%) e finalmente pelo esqueleto axial, com 6 casos (4,73%). Na casuistica a regiao
mais afetada foi a proximal da tibia, com 35 casos, seguida pela distal do fémur com 28
casos e pela proximal do radio com 16 casos. Essas 3 regides anatdbmicas parecem ser as
mais comuns para o TCG. A maioria dos trabalhos traz a regido distal do fémur como a
mais prevalente, seguida pela proximal da tibia (Errani et al., 2010). Niu et al., em 2012,
encontram 33,8% de TCGs distais do fémur e 29% de TCGs proximais da tibia.
Campanacci et al., em 1987, encontram 35,7% dos casos na regido distal do fémur e
33,2% dos casos na regido proximal da tibia. Se somarmos os casos de proximal de tibia
com distal do fémur teremos 63 casos, ou seja, 49,61% dos casos ocorrendo ao redor do
joelho. Esse achado é compativel com outras casuisticas encontradas na Literatura, que
encontram aproximadamente metade dos casos de TCG na regido do joelho.

Dos 127 pacientes, 13 ndo apresentavam qualquer exame de imagem pré-operatorio
do osso acometido pelo tumor (10,24%). Optou-se por manter esses pacientes na
casuistica porque os outros dados fundamentais estavam presentes e todos 0s pacientes
apresentavam radiografias pds-operatorias.

Na casuistica, 90 dos 127 pacientes apresentavam algum exame de imagem do
pulmdo. Todos os 90 pacientes tinham radiografias simples do térax em PA. Destes, 25
também tinham tomografia computadorizada de térax de cortes finos. Os 37 pacientes
restantes ndo possuiam exames do torax. Esses casos basicamente foram os casos mais
antigos da casuistica, e existem 2 motivos para isso: a dificuldade em se obter exames de
imagem dos casos mais antigos; e principalmente pela falta de costume em se pedir
radiografias de torax no inicio dos anos 2000 a procura de metastases para um tumor que
era considerado benigno e ndo de grau intermediario como € visto atualmente. Os casos

mais recentes tinham tanto radiografias do térax como TC de torax de cortes finos.
Dos 90 pacientes com imagens do térax, encontramos 7 pacientes com metastase

pulmonar: 3 pacientes com TCG distal do radio, 2 pacientes com TCG distal do fémur, 1

paciente com TCG proximal da tibia e 1 paciente com TCG na cabeca do fémur. Todos
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esses casos de metéstase pulmonar tinham TC de torax de cortes finos que comprovavam
a presenca de metastase. Tivemos entdo 7,78% de incidéncia de metastase pulmonar,
dentro da faixa descrita na Literatura de acordo com Niu et al. (2012), que foi de 2 a 9%.
Neste trabalho, os autores descrevem a taxa de metastase pulmonar de 21 casos em 621
(3,4%). Rock et al., em 1984, publicam 8 casos de metastase de TCG, basicamente para
0 pulméo. Bertoni et al., em 1988, publicam 6 casos. Kay et al., em 1994, mostram uma

taxa de 9,1% (seis casos).

Deste modo, nossa casuistica esta de acordo com o que se encontra na Literatura.
Dos 7 casos que apresentaram metastase pulmonar na casuistica, 2 (33%) apresentaram
recidiva previamente a metastase. Esse é um assunto controverso, pois Niu et al. (2012)
e Kremen et al. (2012) referem ser frequente a associacdo entre recidiva e metastase
pulmonar; ja& Viswanathan e Jambhekar em 2010 publicam um trabalho no qual
mostram que ndo houve associacdo de recidiva local e presenca de metéstases, bem como
ndo houve associacdo entre sitio primario e presenca de metastase pulmonar. Como na
nossa casuistica apenas 33% dos casos de metastase pulmonar tiveram recidiva associada,
e a taxa de recidiva geral foi de 22,58%, supde-se que ndo existiu associacdo entre
recidiva e metastase. De fato, o teste Qui-quadrado da Tabela 35 revelou um p=0,693.
Ou seja, na casuistica ndo houve correlacao entre recidiva local e presenca de metéstase
pulmonar. Uma das limitacGes do estudo foi que o nimero de eventos de interesse nesse
caso, que é o numero de metastases, foi pequeno para uma analise estatistica que pudesse

identificar a rejeicdo da hipétese nula.

Interessante notar que na casuistica todos 0s 7 casos que evoluiram para metastase
pulmonar apresentavam-se como Campanacci Il ao diagndstico, o que denota uma
agressdo maior do tumor no seu local de origem. A tabela 36 mostra a relagdo entre
Campanacci e presenca de metastase pulmonar. Quando foi aplicado o teste Qui-
guadrado de Pearson, obtivemos um p=0,058, muito proximo da significancia estatistica.
Entretanto, a razéo de verossimilhanca calculada para esse caso foi de 0,017. De fato, a
razdo de verossimilhanca, que € um tipo de teste Qui-quadrado juntamente com o teste
de Pearson e a razéo de continuidade, é usado nos casos de numero de eventos baixo na

amostra (<10), ou seja, 7 casos de metastase apenas. Dessa forma, podemos afirmar que
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0s casos de TCG Campanacci Ill apresentam maior risco de desenvolver metastase

pulmonar.

Tivemos 1 caso apenas de metastase a distancia ndo pulmonar (caso 15).
Interessante notar que esse caso especificamente ndo expressou VEGF. E como foi leséo
Unica também ndo foi feito tratamento estatistico do dado.

A localizacdo do TCG na parte distal do radio aumentaria o risco de metastase
pulmonar (Tubbs et al., 1992), mas isso ndo foi confirmado em outro estudo (Dominkus
et al., 2006). No trabalho de Tubbs et al., os autores encontram 5 TCGs distais do radio
com metastase pulmonar em um universo de 13 casos com metastase pulmonar.
Dominkus et al. encontram apenas 1 caso de distal do radio em 14 metastases, sendo que
em sua casuistica, 7 das 14 metastases eram de TCG distais do fémur. No nosso trabalho,
42,86% dos casos de metastase pulmonar tinham como local de origem a parte distal do
radio e 28,57% a parte distal do fémur. Quando confrontamos a localizacdo distal do
radio com metastase pulmonar (Tabela 37), obtivemos p=0,038. Desta forma, podemos
afirmar que os casos de TCG distais do radio tém uma maior chance de desenvolver
metastase pulmonar. Isso ndo ocorreu quando fizemos 0 mesmo teste com a localizacao
distal do fémur (Tabela 38), com p=0,733.

Na casuistica, apenas 1 dos 7 casos tiveram comprovacao histoldgica de se tratar
de uma metéstase de TCG (caso 58). Isso é uma limitacdo do trabalho e pode ser
considerado um problema, mas devemos observar que no trabalho de Niu et al., de 2012,
dos 21 pacientes com metéstase pulmonar detectada pela TC, apenas 2 tiveram
comprovacao histoldgica. Ja no trabalho de Viswanathan e Jambhekar, de 2010, dos
24 pacientes com metastases, apenas os 8 que foram submetidos a metastasectomia
tinham comprovagdo histologica. Todos 0s outros casos tinham apenas exames de

imagem.

Tivemos 2 casos de lesdes multicéntricas. O primeiro caso (28) comegou com um
TCG proximal da tibia esquerda; depois apresentou um TCG proximal da tibia direita e
distal do fémur direito; e por Gltimo teve um TCG distal da tibia esquerda. O segundo

caso (114) teve inicialmente um TCG do radio e depois um TCG na fibula.
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Com relacéo a fratura patoldgica, 17 pacientes apresentaram essa condi¢do antes do
tratamento definitivo do tumor (13,39%). E um valor muito préximo do que foi
encontrado em outros estudos. Biermann (2013) escreve que cerca de 10% apresentam
essa condicdo. Nove pacientes apresentaram fratura no fémur, sendo 5 na sua parte
proximal e 4 na parte distal. Se considerarmos que 33 pacientes na casuistica tiveram
TCG no fémur, chegaremos a uma taxa de 24% de fratura patoldgica nesse 0sso a
apresentacdo ou até o tratamento. Dos 5 pacientes com fratura proximal do fémur antes
do tratamento definitivo, 2 estavam aguardando a cirurgia definitiva e 3 chegaram ja com
fratura. Apenas 1 paciente com TCG proximal do fémur ndo apresentou fratura. Quando
aplicamos o teste estatistico para avaliar se a localizacdo na regido proximal do fémur
aumenta a taxa fratura patologica (tabela 31), obtivemos p<0,001. Isso ndo ocorreu para
a localizacdo distal do fémur (p=0,806). Dessa forma, podemos concluir que a presenca
do TCG na regido proximal do fémur, incluindo cabeca e colo, deve ser tratado o mais
breve possivel, pois além de facilitar o tratamento em si, diminui o risco do paciente

apresentar fratura patologica e ter que ser internado as pressas.

Jé as fraturas patolégicas no membro superior foram bem menos frequentes, com 1
caso distal do réadio e 2 casos proximais do Umero. Isso se explica pela auséncia de carga
no membro superior. Curioso € que os 2 casos de coluna mével (L3 e L4) apresentaram
fratura patologica. Uma possivel explicacdo é que o TCG afeta o corpo da vértebra, que
¢ a estrutura responsavel primariamente pelo suporte de carga. Dessa forma, esse
segmento anatdmico se comportaria como 0 membro inferior, que apresenta maiores

taxas de fratura patoldgica.

Na casuistica tivemos 26 casos de recidiva, sendo 16 casos ap0s resseccao
intralesional (curetagem, eletrocauterizacdo) e cimento, e 10 casos apés ressec¢do, pelo
menos marginal, com ou sem reconstrucdo com endoprotese. A taxa total de recidiva foi
de 20,97%. Os 3 casos ndo operados nao foram contabilizados no denominador. A taxa
de recorréncia ap6s curetagem intralesional estendida e adjuvancia local varia entre 6 a
25% (Becker et al., 2008; Algawahmed et al., 2010; Lin et al., 2011). Essa taxa e,
entretanto, superior as taxas de recidiva reportadas por Kremen et al. que, em 2012,

publicam um estudo retrospectivo de 230 casos e mostram uma taxa de recidiva ap6s
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curetagem de 12% e uma taxa de recidiva apds ressec¢do de 2%. A taxa de recorréncia
local total foi de 9% nesse trabalho.

Devemos lembrar que dos 26 casos, 5 foram tratados inicialmente em outro Servico
e j& chegaram com recidiva. Um outro aspecto a se considerar € que a realidade brasileira
ainda é de diagnostico tardio dessa doenca. Dessa forma, os pacientes vém com doenca
avancada, muitas vezes ja com destruicdo cortical e invasdo para as partes moles, o que
dificulta a resseccdo e aumenta a possibilidade de recidiva, especialmente se for optado
por resseccao intralesional ampliada. Devemos ponderar também que a técnica cirdrgica
no tratamento do TCG melhorou consideravelmente ao longo dos anos, através da
utilizacdo de adjuvancia e de brocas tipo cebolinha que tornam a resseccdo intralesional
estendida. Passamos a fazer isso nos casos mais recentes, notadamente a partir de 2011.
Com efeito, Niu et al., em 2012, afirmam que a taxa de recidiva nos pacientes tratados
apenas com curetagem foi de 56,1%, enquanto com a utilizacdo da broca cebolinha e

adjuvancia local a taxa de recidiva caiu para 8,6%.

Com relacdo a divisdo dos casos de acordo com a classificacdo radiografica de
Campanacci, tivemos 3 casos classificados como Campanacci I, 34 casos como
Campanacci Il e 77 casos como Campanacci I11. Outros 13 casos ndo tinham radiografias
pré-operatorias. Esses achados sdo diferentes da causistica apresentada por Camargo em
1994, que teve 42% de tumores Campanacci |, 46% Campanacci Il e somente 8%
Campanacci Ill. O proprio trabalho de Campanacci et al., de 1987, apresenta 4% de
TCGs estagio |, 74% estagio Il e 22% estagio I1l. O trabalho de Niu et al., de 2012,
mostra mais casos Campanacci Il. Uma possivel explicacdo para essas diferencas é que
0S NOSS0S casos chegavam mais avancgados para o inicio do tratamento: 7 meses em média
do inicio dos sintomas até o diagnostico. Outra explicacdo diz respeito a interpretacéo da
classificacdo de Campanacci. No grau I, a borda deve ser bem delimitada, com a cortical
intacta ou levemente afilada. A enorme maioria dos nossos casos afilava a cortical de uma
forma importante. No grau 11, a cortical esta fina e moderadamente espandida, mas ainda
presente. Em nossos casos a maioria tinha destruido a cortical de forma nitida. E 0s casos
que também apresentavam RM mostravam de uma forma ainda mais evidente essa
destruicdo de cortical e extravasamento para as partes moles. Assim, podemos postular

que a classificacdo de Campanacci possa ter uma baixa correlacdo interobservador e que
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a RM pode mostrar infiltragéo para as partes moles que a radiografia simples pode ndo
detectar.

Dos 113 casos com radiografias pré-operatdrias, 49 também tinham RM e 4 tinham
TC do local acometido pelo tumor. Os casos que tinham RM eram 0s casos mais recentes
da casuistica, basicamente os casos ap6s 2008, quando a RM passou a fazer parte com
mais frequéncia da analise da extensdo da lesdo tumoral, notadamente para as partes
moles. Dos 49 casos que apresentavam RM, 13 deles mostraram uma destrui¢éo cortical
e extravasamento para as partes moles que a radiografia simples ndo conseguiu detectar
(26,53%). Isso € um ponto importante, pois a invasdo de partes moles torna mais dificil a
resseccdo intralesional ampliada. Enquanto o tumor esta circunscrito ao 0sso, mesmo
tendo erodido a cortical, os métodos de adjuvancia, como o uso de eletrocauterizacao,
alcool, fenol ou nitrogénio liquido podem ser utilizados. As brocas do tipo cebolinha
também podem ser utilizadas nesse cenario. Seria de se esperar que 0s casos que tivessem
invasdo de partes moles e fossem tratados com resseccdo intralesional estendida e cimento
tivessem maior taxa de recidiva. Com efeito, isso ja foi demonstrado por van der Heijden
etal., em 2012.

Outro ponto a se considerar é que mesmo que ndo haja recidiva, a auséncia da
continuidade da cortical permitiria em tese que 0 cimento conseguisse extravasar para
fora do 0sso, causando por exemplo atrito em estruturas vizinhas. Um exemplo disso seria
0 extravazamento de cimento de um TCG distal do fémur pela troclea, atingindo a patela
e causando atrito durante a flexo extenséo do joelho. Se considerarmos que a radiografia
simples falha em identificar uma destruicdo cortical e, portanto, um extravasamento para
partes moles em aproximadamente um quarto dos casos, podemos especular que a RM é

um exame importante para o planejamento pré-operatorio adequado do TCG.

Com relagéo ao tamanho do tumor, levamos em consideracdo apenas 0s casos que
tinham RM ou TC pré-operatédria, que foram 53 casos (45,67%). Optamos por ndo colocar
0s casos com radiografias simples pre-operatorias devido a possibilidade de viés de
mensuracdo, ja que ndo sabiamos o grau de magnificacdo de cada radiografia simples.
Quando os tumores tinham varias medidas (comprimento, largura e profundidade), foi

escolhida a maior medida. Dessa forma, a média dos 53 casos foi de 7,18 cm, com desvio
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padrdo de 2,82 cm. Isso demonstra que 0s casos ja chegaram bastante avangados ao n0sso
Servico, explicando em parte a grande incidéncia de casos Campanacci tipo I11.

Com efeito, a média do tempo de historia, definido como o tempo do inicio dos
sintomas até a primeira consulta em nosso Hospital, foi de 7,5 meses, com desvio padréo
de 0,7 meses. Ou seja, em nossa realidade os pacientes demoram a chegar ao hospital de

referéncia para iniciar o tratamento adequado para o TCG.

Os 127 casos foram divididos em 2 grupos, A e B, de acordo com a pontuagéo do
VEGF: o grupo A teve uma pontuacdo de 0 a 2 e o grupo B uma pontuacdo de 3 a 6. No
trabalho de Baptista, de 2010, o autor usa como ponto de corte de expressdo de VEGF o
valor de 30%. Esse método ja tinha sido utilizado por Kaya et al., em 2000. Devemos
notar, entretanto, que nesses 2 trabalhos a doenga estudada era o osteosarcoma que, por
ser maligno, expressa mais VEGF que um tumor de grau intermediario como o TCG
(Hara et al., 2006). No trabalho de Zhang et al., de 2015, o autor usa 10% como nivel
de corte para expressao de VEGF ao estudar exatamente o TCG. Na casuistica 80 casos
(63%) ficaram no grupo A e 47 casos (37%) no grupo B. A maioria dos casos ficou,
portanto, no grupo A. Quando separamos a pontuacdo em numero de células que
expressaram VEGF e intensidade de expressdo do VEGF, notamos que os resultados séo
muito préximos. Assim, 68,5 % tiveram até 25% das células expressando VEGF e 74,8%
tiveram intensidade 0 ou 1. A porcentagem de pacientes que ndo expressaram VEGF e a
de pacientes cuja intensidade de expressdo foi 0 demonstrou-se rigorosamente igual,
como era de se esperar: 28,3%.

Da mesma forma, os casos que expressaram mais de 50% das células e os casos que
expressaram de forma mais intensa (3 cruzes) foi também igual: 8,7%. Quando
estratificamos 0s casos nas pontuacgdes de 0 a 6, nota-se que ndo tivemos nenhum caso
com pontuacado 1, e a maior taxa ficou com pontuacgéo 2, que foi de 34,64%. A pontuagéo
0 veio a seguir, com 28, 35%. Como a tabela de porcentagem de células por campo ficou
muito parecida com a tabela de intensidade, pode-se especular que a analise da
intensidade de expressdo do VEGF poderia ser retirada sem grande prejuizo para a analise
dos dados, ficando entdo apenas a tabela de porcentagem de células que expressaram

VEGF. A andlise do nimero de células por campo é mais objetiva. Ja a analise da
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intensidade do VEGF € algo subjetivo que depende da experiéncia do patologista, e esse
é um ponto fraco do estudo. Outro ponto fraco é que apenas um patologista foi utilizado.
Um segundo patologista poderia melhorar essa subjetividade. Existem programas de
computador que conseguem fazer a leitura da intensidade, mas sdo caros e pouco

disponiveis no Brasil.

N&o houve associacdo entre a classificacdo radiografica de Campanacci e a
presenca de recidiva local (p=0,099, teste exato de Fisher). Ja foi descrito que o risco de
recidiva local estd fortemente associado a extensdao do tumor para as partes moles
(Klenke et al., 2011; van der Heijden et al., 2012), achado tipico do Campanacci IlI.

A ideia de que os tumores Campanacci Il tivessem maior taxa de recidiva pode ser
rebatida pelo tipo de tratamento: os tumores Campanacci Il em sua maioria foram
operados com ressecdo ampla e endoprotese, o que diminui o risco de recidiva local. Ja
os casos Campanacci Il foram submetidos a curetagem, eletrocauterizacdo e adjuvancia

com cimento ortopédico, com taxas de recidiva maiores reportadas pela Literatura.

N&o houve associagéo entre a classificacdo de Campanacci e a expresséo de VEGF.
Uma das formas de se medir a agressividade do TCG seria a sua capacidade de destruir a
cortical 6ssea e invadir as partes moles, transformando-se de Campanacci Il para
Campanacci Ill. E poderia se postular que os tumores que expressassem mais VEGF
pudessem se apresentar em sua maioria como Campanacci Ill. Na nossa casuistica, ao
fazermos o corte para expressdo de VEGF em 25%, 55,3% dos pacientes Campanacci Il
tiveram baixa expressao de VEGF e 44,7% tiveram alta expressdo de VEGF; ja 64,5%
dos pacientes Campanacci Il tiveram baixa expressao e 35,5% alta expressao. (p=0,341).
Quando fizemos o corte do VEGF em 0%, também néo obtivemaos significancia estatistica,
com p=0,260. Dessa forma, pelo nosso trabalho, fica claro ndo haver associagédo entre
VEGF e Campanacci, mesmo utilizando o menor nivel de corte possivel. Esse achado foi
muito proximo com o trabalho de Han et al., de 2015, que também ndo acharam
correlagéo entre a classificacdo de Campanacci e a expressdo de VEGF, com p=0,21. J&
Zhang et al., em 2015, acharam o oposto: havia correlacdo entre expressao de VEGF
com um nivel de corte de 10% e a classificacdo de Campanacci, com p=0,025. Parece

mais ldgico supor que a agresdo local do TCG estaria relacionada ao recrutamento e
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ativagdo dos osteoclastos, mediado, dentre outros, pela interagdo entre RANK e RANKL.
Dessa forma, tumores que tivessem maior atividade osteoclastica teriam maior
capacidade de reabsorcdo do 0sso e maior destruicdo da cortical, permitindo a invasao
para as partes moles. O uso do denosumab, que interfere na ativacdo do RANK, ja se

provou bastante eficaz em reduzir o volume do TCG (Agarwal et al., 2018).

Houve correlacéo entre localizacdo do TCG no membro superior e recidiva local
(p=0,011). A taxa de recidiva local do membro superior foi de 37,5%, muito maior que a
taxa de recidiva do membro inferior, que foi de 15,5%. Errani et al., em 2010, afirmam
que os tumores localizados na porcao distal do radio e proximal do fémur tiveram maior
taxa de recidiva. Com efeito, a analise estatistica mostrou que tumores localizados no
membro superior recidivaram mais que os tumores localizados em outras regides. 1sso
pode ser explicado pela dificuldade em realizar curetagem e adjuvancia nos tumores dessa
regido, notadamente nos tumores distais do radio Campanacci Ill. Vander e Funderburk,
em 1993, ao estudarem 27 casos de TCG distais do réadio, utilizaram nos 18 casos com
extensdo extra 6ssea do tumor a resseccao distal do radio com reconstrucdo e em 1 caso
amputacdo abaixo do cotovelo, com taxa de 0% de recidiva. A melhor forma de
reconstrucdo foi artrodese radiocarpal com enxerto 6sseo intercalar e fixagdo com placa.
A extensdo do tumor para as partes moles e a proximidade com os vasos, tenddes e 0s
nervos mediano e ulnar podem explicar a dificuldade em se obter uma margem adequada.
Além disso, ndo dispomos de uma protese distal adequada do radio. As opcbes de
resseccdo ampla nessa localizacdo e reconstrucdo incluem centralizacdo da ulna,
utilizacdo de aloenxerto distal do r&dio e fibula proximal vascularizada. Estes
procedimentos ndo apresentam um resultado funcional tdo bom quanto uma endoprétese
ao nivel do joelho, o que pode levar a cirurgias menos agressivas na regiao distal do radio,
com maior risco de recidiva local. Com relag&o aos tumores proximais do fémur, tivemos
6 casos, dos quais 2 foram tratados com artroplastia total do quadril primaria, 1 caso com
endoproétese proximal do fémur, e 3 casos com curetagem, eletrocauterizagdo e fixagédo

profilatica. Nao houve casos de recidiva no grupo de tumores proximais do fémur.
Ao obter o dado de que os tumores localizados no membro superior recidivaram

mais, fizemos testes Qui-quadrado para avaliar que parte do membro superior era

responsavel por essa alta taxa de recidiva. Dos 28 casos de recidiva, 7 foram distais do
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rédio e 3 proximais do Umero. Ao confrontarmos a porcdo distal do radio com a recidiva
(Tabela 9), notamos que dos 16 casos distais do radio, 7 recidivaram, com p=0,016.
Quando fizemos o mesmo com a extremidade proximal do Umero, notamos que dos 5
casos da casuistica, 3 recidivaram, com p=0,029. Ou seja, tanto a localizacdo distal do
radio como a proximal do Umero tiveram significativamente mais recidiva que as outras

regides.

Quando os casos foram divididos em membro superior, membro inferior e esqueleto
axial, e foi analisada a pontuacdo do VEGF nesses dois grupos, notou-se que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p=0,436). Algumas localizacbes do TCG
parecem se comportar de forma mais agressiva, como 0s tumores que afetam a por¢édo
distal do radio. Entretanto, esse comportamento aparentemente mais agressivo ndo pode
ser creditado a um aumento de expressdo de VEGF. A aparente maior agressividade pode
ser explicada pelo fato da porcéo distal do radio ser subcutanea, aparentando uma
agressividade clinica maior a despeito do tamanho da lesdo. Outro aspecto € a maior
chance de recidiva, como foi confirmado por este estudo (p=0,016) e ja apontado como
fator de risco no trabalho de Errani et al., em 2010. Esse resultado sugere que a taxa de
recidiva maior nos tumores distais do radio estd mais relacionada a dificuldade em se
obter uma ressecdo adequada do que por um comportamento biolégico diferente. Nos
casos em que o tumor distal do radio invadiu as partes moles do punho torna-se muito
dificil a resseccdo adequada pela presenca dos tendBes flexores e extensores, e feixe
vasculonervoso: nervo mediano, nervo ulnar, nervo sensitivo radial, artérias e veias radial

e ulnar.

N&o houve associacdo da expressdo de VEGF e presenca de recidiva local com
nivel de corte de 25%. Uma das hipdteses levantadas era de que os tumores que tivessem
uma maior taxa de recidiva expressassem mais VEGF. A taxa de recidiva local geral foi
de 22,58%, sendo de 20,8% no grupo baixa expressédo e 21,3% no grupo alta expressao
(p=0,947), ou seja, praticamente igual ao acaso. Quando comparamos a expressao do
VEGF no membro superior e membro inferior, notamos que 40,2% dos casos do membro
inferior obtiveram 3 a 6 pontos, enquanto no membro superior essa taxa foi de 33,3%
(p=0,436). Desta forma, podemos concluir que a maior expressdo de VEGF nédo causou

aumento da taxa de recidiva local.
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Zhang et al., em 2015, identificam uma correlagdo positiva entre a expresséo de
VEGEF e a recidiva local ou metastase, com p=0,046. Os autores usam um nivel de corte
de 10%. Wang et al., em 2005, também chegam a conclusdo que 0s casos que tiveram
recidiva expressaram mais VEGF (p<0,001). Mas a metodologia foi inteiramente
diferente: os autores avaliaram apenas a porcentagem simples de células que expressaram
VEGF, sem levar em consideracéo a intensidade; além disso, ndo fizeram estratificagdes.
Pan e Chen, em 2003, avaliam retrospectivamente 30 casos de TCG e encontram uma
associacdo entre a alta expressao de VEGF e o pior prognostico, com p=0,015. Em nosso
trabalho, mesmo quando utilizamos o nivel de corte em O (sem expressdo X com expressao,
Tabela 28), também ndo obtivemos significancia estatistica, com p=0,114. Han et al.,
em 2015, também ndo encontram correlacdo entre a expressdo de VEGF e a recidiva
(p=0,052).

Também ndo houve associagdo entre o tamanho do tumor medido no maior eixo e
a expressdo de VEGF (p=0,663). Foi utilizado o nimero 8 centimetros no maior eixo
como parametro de corte. Foi optado por usar 0 8 porque € o numero de corte utilizado
na classificacdo TNM para tumores primarios 6sseos malignos da American Joint
Committee on Cancer - AJCC (Edge et al., 2009): tumores até 8cm sdo T1 e tumores
acima de 8 cm sdo T2. Pode-se argumentar que o TCG ndo é um tumor maligno; mas
devemos lembrar que o TCG é considerado atualmente um tumor de grau intermediario,
podendo por analogia utilizar o mesmo critério da AJCC. Podemos concluir que uma
maior expressao de VEGF pelo tumor ndo esta associada ao seu crescimento e capacidade
de destruicdo 0ssea, apesar de ser necessaria teoricamente uma neovascularizagao para o
desenvolvimento do tumor. Com efeito, TCG aparentemente faz uso da ativacdo de

osteoclastos através principalmente do RANK para destruir 0sso e se desenvolver.

Nos 2 casos de TCG multicéntrico, um teve pontuacdo 2 de VEGF (caso 28) e 0
outro teve pontuagdo 4 (caso 114). O Gnico caso com metastase a distancia ndo pulmonar
(caso 15) teve pontuacdo de VEGF de 0. Esse caso apresentou metastase para as partes
moles na regiéo glutea 5 anos apos o tratamento de uma recidiva de TCG na ulna. Como
0 numero de casos foi pequeno ndo foi dado o tratamento estatistico para esse dado.

N&o houve correlacdo entre a expressdéo de VEGF e o desenvolvimento de

metastase pulmonar quando utilizamos o nivel de corte de 25% (pontuacgdo 0, 1 ou 2 de
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VEGF) (p=0,604). Com efeito, dos 7 pacientes que apresentaram metastase pulmonar, 4
pacientes apresentaram pontuacdo 2, 1 paciente teve pontuacdo 3, 1 paciente teve
pontuacdo 5 e 1 paciente teve pontuacdo 6. A paciente que tinha a maior metastase

pulmonar (12cm, caso 91) tinha uma pontuacdo de VEGF de 2 apenas.

Entretanto, observamos que todos 0s 7 casos que apresentaram metastase pulmonar
tiveram alguma pontuacdo do VEGF (Tabela 32). Esse fato levantou a possibilidade de
que, se mudassemos 0s grupos para sem expressdo (pontuacdo 0 ou 1) ou com expressao
(pontuagdo 2, 3, 4, 5 ou 6) poderia haver alguma correlagdo. Como néo tivemos nenhum
caso com pontuacao 1, o grupo sem expressao englobou na pratica apenas aqueles com
pontuacdo 0, que foi de 28,35% e 0 grupo com expressao ficou com 71,65%. Quando
fizemos o teste Qui-quadrado de Pearson nessa amostra, obtivemos p=0,093. Nesse caso,
como p estava entre 0,05 e 0,1 e 0 evento chave, que é a presenca de metastase pulmonar
foi de apenas 7 casos em um universo de 90 casos, fizemos também a razdo de
verossimilhanca que resultou em um valor, p=0,031, estatisticamente significativo.
Podemos afirmar entdo que os pacientes que expressam VEGF em algum grau apresentam
uma probabilidade maior de desenvolver metastase pulmonar que os pacientes que nao

apresentam expressdo de VEGF em algum grau, com p=0,031.

Dessa forma, avaliamos se a expressdo de VEGF poderia ser um exame util para
identificar pacientes com TCG que teriam risco de desenvolver metastase pulmonar. Para
isso, foi utilizada a Tabela 32. Com os dados contidos na tabela, calculamos:
sensibilidade de 100%, especificidade de 27,7%, valor preditivo positivo de 10,4%, valor
preditivo negativo de 100% e acuracia de 33,3%. Isso torna a pesquisa de VEGF na
amostra do anatomopatologico particularmente interessante, pois poderia ser utilizada
para rastreamento dos pacientes com maior potencial de metéstase pulmonar, aumentando
a vigilancia desses casos no pds-operatorio, com exames de TC seriados do pulmao.
Como o valor preditivo negativo foi de 100% e o valor preditivo positivo muito baixo, a
auséncia de expressao de VEGF praticamente afastaria o risco de metastase pulmonar; ja
a presenca de expressdao do VEGF ndo teria quase nenhuma importancia. Assim mais
estudos seriam necessarios para avaliar se a medida de VEGF na peca cirurgica de fato
se prestaria para realizar uma triagem dos casos mais propensos a ter metastase pulmonar.

Desconhecemos algum exame, quer seja de sangue ou da analise da peca histologica, que
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pudesse predizer de alguma forma se o paciente com TCG desenvolvera metéstase
pulmonar. Dessa forma, a pesquisa do VEGF poderia suprir essa lacuna.

Por outro lado, a ideia de se utilizar drogas antiVEGF, como o bevacizumab para o
tratamento de metastase pulmonar ndo tem suporte nos nossos dados. Muitos pacientes
expressaram VEGF, mas ndo tiveram metéstase pulmonar. Mesmo 0s pacientes que
tiveram metastase apresentaram uma expressao variavel, sendo que 4 dos 7 apresentaram
pontuacdo 2, ou seja, de baixa expressao. Apenas 1 paciente apresentou pontuacao 6 (caso
58). Devemos lembrar que o uso de medicacdo antiVEGF apresenta efeitos colaterais

importantes.
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7 CONCLUSAO

Ha correlagdo entre metastase pulmonar e a expressdo de VEGF.

Né&o ha correlacédo entre a agressividade do TCG e a expressao de VEGF.

N&o ha correlagdo entre 0 0sso envolvido e a expresséo de VEGF.

N&o ha correlacdo entre a ocorréncia de recidiva local e a expressdo de VEGF.

Ha correlacdo entre TCG Campanacci Il e presencga de metéstase pulmonar.

Os TCGs distal do radio e proximal do imero apresentam maior recidiva local.
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Apéndice 1 — Casos que preencheram os critérios de incluséo

Apédices

Caso | Idade | Género | Osso Recidiva | Metastase
1 26 M Distal radio D N N
2 48 M Proximal ulna D N N
3 32 M Proximal tibia E N N
4 29 M Distal fémur D N N
5 19 F Proximal umero D S N
6 24 F Distal radio D N S
7 56 F Proximal fibula D N N
8 56 F Distal radio D N N
9 30 M Proximal tibia E N N
10 44 F Proximal fibula D N N
11 37 M Proximal tibia D N N
12 33 M Distal radio D S N
13 22 F Sacro NA N
14 33 F Distal fémur D S N
15 48 F Distal ulna D S N
16 28 M Distal fémur E N SE
17 20 M Distal fémur E N SE
18 37 F Distal radio D N S
19 43 F Proximal tibia E N N
20 21 M Proximal fibula E N N
21 26 M Proximal tibia E N N
22 19 F 1° Metacarpo E S N
23 26 M 2° Metacarpo D N N

continua
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Apédices

Caso | Idade | Género | Osso Recidiva | Metastase
24 27 M Talus D N N
25 17 F Proximal tibia E N N
26 26 F Iliaco E NA N
27 24 F Proximal tibia D S N
28 24 F Proximal tibia E* N N
29 28 F Distal radio E S N
30 22 F Proximal tibia D S N
31 39 M Proximal umero E S SE
32 55 M Distal fémur D N N
33 42 M Calcéneo E N N
34 35 F Distal fémur D N N
35 16 F Distal radio D N N
36 31 F Proximal tibia E N N
37 25 F Proximal tibia E N N
38 49 F 5° Metatarso E N N
39 23 F Distal tibia E S N
40 13 F Distal ulna E N N
41 24 M Distal ulna E N N
42 32 M Distal fémur D N N
43 35 M Distal fémur E N N
44 20 F Proximal fibula D N N
45 53 F Proximal umero D N N
46 47 M Proximal tibia D N N
47 57 M proximal tibia D N N
48 39 M Distal fémur D N N

continua
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Apédices

Caso | Idade | Género | Osso Recidiva | Metastase
49 23 F 4° Metacarpo E N N
50 23 F Distal fémur D N N
51 28 M Cabeca fémur E N N
52 26 M Proximal tibia E N N
53 41 M Iliaco E N N
54 36 M Distal fémur E N N
55 38 F Distal ulna D N N
56 64 F Proximal tibia D N N
57 73 F Proximal tibia E N N
58 40 M Proximal fémur D N S
59 34 M Proximal tibia E N N
60 22 F Distal radio E S N
61 21 F Proximal tibia N N
62 38 F Distal radio E N N
63 28 M Distal fémur E N S
64 21 F Distal ulna E N N
65 27 F Proximal umero D N N
66 62 F Distal fémur D N N
67 23 M Distal fémur D N N
68 53 F Distal fémur E S S
69 23 M Distal tibia E N N
70 39 M Proximal tibia E N N
71 31 F Distal tmero E S N
72 20 F Distal tibia E N N
73 50 M Proximal fémur E N N

continua
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Apédices

Caso | Idade | Género | Osso Recidiva | Metastase
74 35 M Distal radio E N N
75 25 M Distal fémur D S N
76 28 F Distal radio D S N
77 30 M Distal fémur D N SE
78 36 M Proximal umero D S SE
79 28 F Proximal tibia D S N
80 24 M Distal fémur E N SE
81 47 F Proximal tibia E N N
82 44 M Distal fémur E N N
83 74 M Falange média 3° dedo pé E N SE
84 26 F L4 N SE
85 32 M Proximal tibia E N SE
86 60 M Distal radio D S SE
87 31 M Proximal tibia E N SE
88 18 F Proximal tibia D S SE
89 37 M Distal fémur E N N
90 18 M Proximal tibia D S N
91 47 F Distal radio D S S
92 20 F Proximal tibia D S N
93 46 M Proximal tibia E N N
94 31 F 1° Metatarso D N N
95 17 F L3 N N
96 20 M Distal tibia E N SE
97 27 F Distal radio E N N
98 19 M Proximal fémur D N SE

continua
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Apédices

Caso | Idade | Género | Osso Recidiva | Metastase
99 23 F Distal tibia D S SE
100 21 F Proximal tibia D N N
101 30 F Proximal fémur D N SE
102 23 F Distal tibia D N N
103 22 F Proximal tibia D N N
104 38 M Distal fémur E N SE
105 30 F Proximal tibia E N S
106 34 M Proximal tibia E N SE
107 19 M Proximal fémur E N SE
108 17 M Distal fémur E N SE
109 36 F Proximal tibia D N SE
110 35 F Distal fémur E N SE
111 56 F Proximal tibia D N SE
112 15 F Proximal tibia D N SE
113 23 M Distal fémur D N SE
114 15 F Distal radio D** N N
115 34 F Proximal tibia E N SE
116 13 F 1° Metatarso E N SE
118 48 M Distal fémur E N SE
119 20 F 3° Metacarpo D N SE
120 24 F Distal radio D N SE
121 12 F Sacro NA SE
122 |26 M Distal tibia E S SE
123 |22 F Fibula D*** S SE
124 40 M Distal fémur D N N

continua
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Apédices

Caso | Idade | Género | Osso Recidiva | Metastase

125 39 M Distal ulna D N N

126 32 M Distal fémur E N N

127 41 M Distal fémur D N N
conclusao

F: feminino

M: masculino

N: ndo

S:sim

D: lado direito

E: lado esquerdo

SE: sem exames

NA: ndo se aplica (o caso ndo foi operado)

*: 0 caso 28 teve TCG proximal na tibia esquerda, depois proximal na tibia direita, distal do fémur direito

e distal do fémur esquerdo (multicéntrico)

**: 0 caso 114 teve TCG no radio inicialmente e depois na regido proximal da fibula direita (multicéntrico)

*** 0 caso 123 teve uma lesdo inicialmente proximal na fibula direita e depois distal na mesma fibula
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