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RESUMO

BAPTISTA, A. M.

CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DE VEGF E A SOBREVIDA NO
OSTEOSSARCOMA. Sao Paulo, 2010. Tese (Doutorado) - Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo.

Foram analisados 50 casos de osteossarcoma ndo metastaticos das extremidades
tratados no Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo entre 1986 e 2006 no que
se refere a expressdo de VEGF. Dezenove pacientes do sexo feminino e 31 do
sexo masculino foram a casuistica do trabalho. A idade variou de 5 a 28 anos
(média de 16 anos) e o seguimento dos pacientes variou de 25 a 167 meses
(média de 60,6 meses). As variaveis estudadas foram idade, sexo, localizagdo
anatomica, tipo de cirurgia, margens cirurgicas, tamanho do tumor, necrose pos
QT, recidiva local, metastase pulmonar e O&bito. Trinta e seis pacientes
apresentaram expressdao de VEGF menor ou igual a 30% das células tumorais
(baixa expressdo), ao passo que os 14 restantes apresentaram expressdo acima
de 30% das células (alta expressdo). Dos 36 pacientes com baixa expressao de
VEGF, nove evoluiram com metastases pulmonares, dos quais quatro foram a
6bito (11,1%). Dentre os 14 casos com alta expressao de VEGF, seis evoluiram
com metastases pulmonares e trés foram a 6bito (21,4%). Porém, nao houve
correlacdo estatisticamente significante entre a expressdo de VEGF e qualquer

das variaveis estudadas.
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SUMMARY

BAPTISTA, A. M.

CORRELATION BETWEEN THE EXPRESSION OF VEGF AND SURVIVAL IN
OSTEOSARCOMA. Sao Paulo, 2010. Tese (Doutorado) - Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo.

Fifty cases of nonmetastatic osteosarcoma of the extremities treated between
1986 and 2006 at the Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo were evaluated
regarding the expression of VEGF. There were 19 females and 31 males. The
mean age was 16 years (5-28) and the mean follow-up was 60,6 months (25-
167). The variables studied were age, gender, anatomic location, type of surgery,
surgical margins, tumor size, post chemotherapy necrosis, local recurrence,
pulmonary metastasis and death. Thirty-six patients showed VEGF expression
equal or under 30% of the cells (low expression), as the remaining 14 cases had
VEGF expression above 30% (high expression). Among the 36 patients with low
VEGF expression, nine developed pulmonary metastasis and four died (11,1%).
Among the 14 patients with high VEGF expression, six developed pulmonary
metastasis and three died (21,4%). There was no statistical significant

correlation between the VEGF expression and any of the variables studied.
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INTRODUCAO

OSTEOSSARCOMA

A definicao do osteossarcoma classico pela Organizacao Mundial da Satde
¢ a de um tumor maligno de alto grau intramedular primario, no qual as células
neoplasicas produzem tecido oste6ide, mesmo que em pequenas quantidades.

Sua incidéncia anual nos Estados Unidos da América é de
aproximadamente 4 a 5 casos por milhdo de habitantes, o que representa de
1200 a 1500 casos novos por ano, ao passo que no Brasil a estimativa esta em
cerca de 350 casos novos por ano (IBGE, 2000). Acomete preferencialmente
pacientes do sexo masculino, em uma propor¢do de 1,4 para 1 (ARNDT, 1999), a
maioria na segunda década de vida. Sua localizagdo preferencial sao as metafises
dos ossos longos, principalmente o fémur distal, a tibia proximal e o umero
proximal.

A apresentacdo clinica geralmente é de dor e aumento de volume de
partes moles na regido metafisaria do osso acometido. Nao ha sinais sistémicos
associados ou alteracdes laboratoriais significativas especificas, apesar de alguns
estudos associarem altos niveis de fosfatase alcalina e desidrogenase latica com
pior prognostico de sobrevida.

A radiografia simples geralmente mostra uma lesao 6ssea mal delimitada,
na maioria das vezes blastica, que destréi o padrdo trabecular, sem reacao
endosteal significativa. A destruicdo cortical é bastante freqliente, com a invasao
das partes moles adjacentes. Pode haver reacdo periosteal importante, muitas
vezes com a formagdo do tridngulo de Codman. A imagem em raios de sol
(“sunburst” ou “starburst appearance”), que sdo estrias de material calcificado
perpendiculares ao eixo do 0sso, também é caracteristica do osteossarcoma.

Outros exames de imagem, como a ressonancia magnética, sao mais uteis
para a avaliacdo da extensdo local do tumor, com propdsitos mais de

planejamento cirurgico do que de exercicio diagndstico. A ressonancia
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magnética, a proposito, é o melhor exame para se avaliar a relacdo do tumor e
seu componente de partes moles com o feixe neurovascular principal. Além
disso, determina com precisao milimétrica a extensao intradssea da lesao.

Para se avaliar a presen¢ca de metastases a distdncia, comuns nos
pacientes portadores de osteossarcoma, sdo utilizadas a cintilografia 6ssea
trifdsica com Tecnécio 99m e a tomografia computadorizada de torax.

Existem dois sistemas de estadiamento para os sarcomas 0sseos: 0
estadiamento de Enneking (ENNEKING, 1980) e o da AJCC (American Joint
Comittee on Cancer) (EDGE, 2009).

O estadiamento de Enneking é eminentemente cirurgico, sendo baseado
no grau histoldgico do tumor, na compartimentalizagdo anatémica dele e na
presenc¢a ou nao de metastases a distancia. Ele é dividido basicamente em trés
estadios: [ para tumores de baixo grau de malignidade, Il para tumores de alto
grau de malignidade e III para tumores com metastases a distancias detectaveis.
Dentre cada um deles ha a subdivisdo (a) para os tumores intracompartimentais
e (b) para os tumores extracompartimentais.

Ja o estadiamento da AJCC, um pouco mais complexo, é baseado em quatro
variaveis: grau histolégico do tumor, tamanho do tumor no maior eixo, presenca
ou ndo de metdastases linfonodais e presenca ou ndo de metastases a distancia.
Além disso, diferencia metastases pulmonares das nao pulmonares. Compreende

quatro estadios basicos, divididos em subestadios, conforme mostra a TABELA 1.

TABELA 1: Estadiamento da AJCC para tumores dsseos malignos

TX: Tumor primario ndo pode ser acessado
TO: Sem evidéncia de tumor primario

T1: Tumor até 8cm no seu maior eixo

T2: Tumor maior que 8 cm no seu maior eixo

T3: Presenca de skip metastase
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NX: Linfonodos regionais nao podem ser acessados
NO: Sem metastase linfonodal regional

N1: Com metastase linfonodal regional

MX: Metastases a distancia ndo podem ser acessadas
MO: Sem metastase a distancia
M1a: Metastase pulmonar

M1b: Metdastase a distancia em outra localizagdo

GX: Grau ndo pode ser acessado

G1: Bem diferenciado; baixo grau

G2: Moderadamente diferenciado; baixo grau
G3: Pouco diferenciado; alto grau

G4: Indiferenciado; alto grau

Estadio 1A T1 NO MO G1,2
Estadio IB T2,3 NO MO G1,2
Estadio I1A T1 NO MO G3,4
Estadio IIB T2 NO MO G3,4
Estadio III T3 NO MO G3,4
Estadio IVA Qualquer T NO M1la Qualquer G
Estadio IVB Qualquer T N1 ouM1b Qualquer G

O tratamento atual do osteossarcoma é baseado em quimioterapia

neoadjuvante (pré-operatoria),

cirurgia e quimioterapia adjuvante (pos-

operatéria). A funcdo da quimioterapia neoadjuvante nao é aumentar a

sobrevida do paciente, e sim aumentar as chances de preservacdo do membro

acometido. Quando a resposta é satisfatoria, ocorre melhora da dor, diminuicao
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do volume tumoral e delimitacdo das margens tumorais, o que facilita a
resseccao do tumor.

A avaliacdo preé-operatoéria deve incluir uma nova ressonancia magnética
de todo o osso acometido, realizada ap6s o final da quimioterapia neoadjuvante.
Se o feixe neurovascular principal ndo estiver acometido e a reconstrucao do
membro for funcionalmente aceitavel, o cirurgido opta pela ressec¢do do tumor,
preservando o membro. Contudo, ainda realizamos a amputacio em
aproximadamente 30% dos casos (PETRILLI, tese de livre-docéncia, UNIFESP,
2005), devido geralmente ao grande volume tumoral ao diagnéstico. Quando a
preservacdo do membro estd indicada, a margem cirdrgica deve ser ampla, ou
seja, com disseccao através de tecido normal, ao redor da zona reativa
peritumoral. Quando o osso ressecado for o fémur, a tibia ou o imero, o defeito
esquelético resultante devera ser reconstruido através de endoprotese, enxerto
0sseo autodlogo (fibula livre ou vascularizada com enxerto de iliaco) ou enxerto
6sseo homdlogo (banco de 0ssos).

Até a década de 1970, a sobrevida dos pacientes com diagndstico de
osteossarcoma era de cerca de 10% em cinco anos (JAFFE, 1959). Apoés a
introdu¢dao da quimioterapia (ROSEN, 1975), a sobrevida dos pacientes
portadores destes tumores aumentou sensivelmente. Além disso, com a
quimioterapia antes da cirurgia, a preservacdo do membro acometido comecgou a
ser possivel (ROSEN, 1976). A sobrevida livre de doenc¢a dos pacientes com
doenca localizada, ou seja, sem metastases detectaveis a distancia, oscila hoje nos
centros americanos e europeus ao redor de 65 a 70% (MEYERS, 1997). Além
disso, a quimioterapia neoadjuvante tem aumentado em muito a possibilidade de
preservacdao do membro acometido pela neoplasia.

Contudo, a sobrevida nos osteossarcoma permaneceu no mesmo patamar
nos ultimos 10 a 15 anos, o que certamente justifica esforcos no sentido de

buscar novos caminhos terapéuticos.
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ANGIOGENESE

Apesar de haver um numero muito grande de tipos de cancer, os
mecanismos pelos quais as células tumorais crescem e sobrevivem sido similares.
A angiogénese é considerada um desses mecanismos.

A angiogénese é um processo no qual ha a formacao de uma rede vascular
a partir de capilares pré-existentes. Este passo é fundamental para o
crescimento, a invasdo e a producdo de metastases dos tumores solidos. Por
conseguinte, ndo existe tumor sélido com diametro acima de 2 milimetros sem
que haja angiogénese (GIMBRONE, 1972). Isto ocorre porque as células tumorais
devem estar a até 200 micrometros de distancia de um vaso para receberem
oxigénio e nutrientes para sobreviver (HOLMGREEN, 1995, e CARMELIET, 2000).

O controle da angiogénese é complexo e regulado por uma série de

fatores, estimuladores e inibidores, como resumido na TABELA 2:

TABELA 2: Reguladores da angiogénese

Reguladores da angiogénese
Estimuladores (+) Inibidores (-)

Fatores de crescimento de fibroblastos .
Trombospondina-1

(FGFs)
Fator de crescimento placentario Angiostatina
(PIGF) &
Fatores de crescimento endotelial Interferon alfa
vascular (VEGFs)

Fatores de crescimento

e farmadores [ EVE) Prolactina fragmento de 16-kd

Angiogenina Inibidores de metaloproteinases
Interleucina-8 (IL-8) Fator plaquetario 4
Fator de crescimento de hepatdcitos L
Genisteina
(HGW)
Fator estimulador de coldnias de Proteina placentaria relacionada a

granuldcitos (GCS-F) proliferina (PPP)
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Fator de crescimento de células

endoteliais derivadas de plaquetas

Fator de crescimento transformador

(PEGF) beta (TGF-B) ?

Angiopoietina 1 Endostatina

Dentre os fatores acima citados, a familia dos fatores de crescimento

endoteliais vasculares (vascular endothelial growth factors, ou VEGFs) é uma das

mais potentes estimuladoras de angiogénese.

Quando as células apresentam hipoxia, elas liberam HIF (hipoxia-inducible

factor), um fator de transcricdo intracelular. O HIF, entre outras atividades,

estimula a producdo e a liberacdo extracelular de uma familia de fatores

chamada VEGF.

Esta familia de fatores é composta por diversos agentes angiogénicos: os

VEGFs A, B, C e D, além do o PIGF (placenta growth factor). Além destes, temos

também os VEGFs E e F, que ndo sdo secretados por células humanas. As

atividades dos seis VEGFs e do PIGF estao resumidas na TABELA 3.

TABELA 3: Familia dos VEGFs

TIPO

VEGF-A

VEGF-B
VEGF-C
VEGF-D
VEGF-E
VEGF-F

PIGF

FUNCAO

Angiogénese, quimiotaxia para macréfagos e granuldcitos e
vasodilatagdo (pela liberagdo de NO)

Angiogénese embriondria

Linfangiogénese

Linfangiogénese ao redor dos bronquiolos pulmonares
Produzido por alguns virus

Encontrado no veneno de algumas cobras

Vasculogénese
Necessario também para a angiogénese durante isquemia,
inflamacdo, cicatrizagdo de feridas e cancer
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Existem trés receptores conhecidos dos VEGFs, chamados VEGFRs 1, 2 e 3.
O VEGF-A se liga aos receptores 1 e 2, o VEGF-B se liga apenas ao receptor 1, os
VEGF-C e D aos receptores 2 e 3, e 0o VEGF-E ao receptor 2, conforme a FIGURA 1:

FIGURA 1: Tipos de VEGF e interacdao com seus receptores

VEGF-A VEGF-C

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(Flt-1) (FIk-1/KDR) (Flt-4)

Um dos mais potentes agentes angiogénicos conhecidos é o VEGF-A
(Vascular Endothelial Growth Factor - A). Trata-se de uma glicoproteina dimérica
com peso de 36-46 quilodaltons (KDa) que age promovendo angiogénese e
aumento da permeabilidade vascular.

Como o primeiro VEGF a ser descoberto foi o VEGF-A, na ocasido foi
denominado apenas VEGF. Diante deste fato, doravante designaremos o VEGF-A
como VEGF apenas.

Seis isoformas do VEGF foram identificadas, com 121, 145, 165, 183,189 e
206 aminodcidos, todas produzidas a partir do mesmo gene (FERRARA, 1991).
Destas, as mais expressadas e estudadas sdo as isoformas 121, 165 e 189.

(FIGURA 2).
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FIGURA 2: Isoformas do VEGF (setas indicam as mais expressadas e estudadas)

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gene
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A alta expressdo do VEGF foi, pela primeira vez, correlacionada com mau
progndstico de sobrevida em osteossarcoma, especificamente no trabalho de
LEE, 1999. Varios estudos subseqlientes obtiveram resultados similares, e alguns
outros estudos, resultados inconclusivos ou conflitantes, gerando certa
controvérsia.

Atualmente tem se dado muita énfase aos estudos envolvendo possiveis
terapias antiangiogénicas, devido ao fato de os vasos tumorais geralmente ndo
sofrerem alteracdes génicas que causem resisténcia a drogas, como nas células
tumorais (SCAPPATICCI, 2002). Desta forma, o estudo da inibicdo da
angiogénese, em vez da terapia direta contra as células tumorais, vem se
tornando uma linha de pesquisa promissora da terapia contra o cancer.

Os anticorpos monoclonais anti-VEGF vém sendo estudados em animais
ha algum tempo, com resultados promissores. Trabalhos com o de KIM,
publicado na revista Nature em 1993, ja4 mostravam os potentes efeitos
inibitérios destes anticorpos em linhagens celulares tumorais de
leiomiossarcoma, rabdomiossarcoma e glioblastoma multiforme (KIM, 1993).
Subseqlientemente, outros autores demonstraram que a expressao de VEGF

pode estar relacionada a mau prognéstico de sobrevida em outros canceres,
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como de mama (FOEKENS, 2001), prostata (MIYAKE, 2005 e PEYROMAURE,
2007), colorretal (WARREN, 1995), pulmdo (BREMNES, 2006), carcinoma de
células renais (JACOBSEN, 2004), glioblastoma (PELES, 2004) e ovario (HEFLER,
2007).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais anti-VEGF humanizados
(PRESTA, 1997), como o bevacizumab (Avastin®), aprovado pelo FDA em
fevereiro de 2004, abriu possibilidade terapéutica real neste campo. Outro
derivado de anticorpos como o ranibizumab (Lucentis®), também ja é
comercializado.

Outra linha de tratamento antiangiogénico desenvolvida sdo os inibidores
de tirosina-quinases estimuladas pelo VEGF, como o lapatinib (Tykerb®),
sunitinib (Sutent®), sorafenib (Nexavar®), axitinib, and pazopanib. Os trés
primeiros ja estdo sendo comercializados e os outros dois ainda estdo em fase de
ensaios clinicos.

Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo é estudar a correlacao
entre a expressao de VEGF e a presenca de recidiva local, de metastases a
distancia e a sobrevida nos pacientes portadores de osteossarcoma de alto grau,
ndo metastatico, do esqueleto apendicular, tratados no nosso servico. Desta
forma, aumentando o lastro cientifico, serdo desenhados e conduzidos novos
protocolos terapéuticos utilizando drogas antiangiogénicas, visando contribuir

para a melhora dos resultados do tratamento do osteossarcoma.
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REVISAO DA LITERATURA

Os trabalhos relatados abaixo foram selecionados levando em consideracgao
apenas o tema pertinente a presente tese, ou seja, trabalhos que correlacionam o
VEGF com o osteossarcoma. Sdao 21 trabalhos publicados e uma tese de
doutorado da UNIFESP nao publicada, de 1999 a 2010, totalizando 22 estudos. A

TABELA 4, ao final da revisao da literatura, resume os 22 trabalhos.

1 - Lee et. al. (1999) sdo os primeiros autores a pesquisar o valor prognostico do
VEGF em pacientes portadores de osteossarcoma. Foi pesquisada por RT-PCR
(reverse trancriptase — polymerase chain reaction) a presenca do RNA mensageiro
das isoformas 121 e 165 do VEGF, assim como dos receptores VEGFR1 e VEGFR2,
em 30 casos de osteossarcoma ndo metastaticos. Apenas a presenca da isoforma
165 teve correlacdo com o mau prognostico de sobrevida dos pacientes. As

demais moléculas foram indiferentes.

2 - Kaya et. al. (2000), no ano seguinte, pesquisam a expressdo de VEGF e do CD-
34 (marcador de vasos) em 27 casos de osteossarcoma. Eles demonstram maior
vascularizacdo e pior sobrevida nos casos com alta expressdo de VEGF. Os
autores utilizam, acima e abaixo de 30% de células positivas para definir os

grupos de alta e baixa expressao, respectivamente.

3 - Holzer et. al. (2001) estudam o nivel sérico de VEGF em 26 pacientes
portadores de osteossarcoma (17), sarcoma de Ewing (6) e condrossarcoma (4).
Apenas os pacientes com sarcoma de Ewing apresentaram niveis séricos de VEGF
superiores aos controles em pessoas saudaveis. Nos demais tumores ndao houve
diferenca estatisticamente significante. As variaveis epidemioldgicas como idade,
sexo, tempo de histdria e tipo de tumor, e a presenca de metastases a distancia,

nao tiveram correlacdo com os niveis séricos de VEGF.
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4 - Sulzbacher et. al. (2002) estudam as expressdes de osteopontina e de VEGF
em material de biopsia de 11 osteoblastomas e de 57 osteossarcomas de alto
grau. Foi utilizada imunoistoquimica em blocos de parafina e a expressao foi
calculada através do percentual das células positivas. Os autores ndo observam
nenhuma correlacdo estatisticamente significante entre as expressdes de
osteopontina e de VEGF e o prognoéstico dos pacientes. Houve, entretanto, uma
tendéncia dos pacientes com expressao de VEGF acima de 60% apresentarem

pior prognostico de sobrevida.

5 - Kaya et. al. (2002) utilizaram o nivel sérico de VEGF, bFGF e fator de
crescimento placentario para avaliar o impacto prognéstico em 16 casos de
osteossarcoma. Apenas o VEGF se mostrou aumentado nos pacientes que eram
metastaticos ao diagndstico ou que desenvolveram metastases a distancia no
primeiro ano de seguimento. A sensibilidade e a especificidade do nivel sérico de
VEGF acima da média para o grupo para identificar doenga metastatica precoce

foi de, respectivamente, 100% e 88,9%, neste estudo.

6 - Rutkowski et. al. (2003) comparam os niveis séricos de VEGF e mais 10
citocinas em 72 casos de sarcomas Osseos nio metastaticos, sendo 26
osteossarcomas, com controles saudaveis e com pacientes portadores de
tumores 6sseos benignos. Os pacientes portadores de sarcomas &sseos
apresentaram niveis séricos de VEGF e bFGF elevados em relacao aos controles,
porém similares aos pacientes com tumores ésseos benignos. Contudo, nao
houve relagdo entre o maior nivel sérico de VEGF e a sobrevida destes pacientes.
0 que se observou também foi que pacientes com tumores de alto grau, de
grande dimensdes e com grande invasdo local apresentaram maiores niveis

séricos de VEGF.

7 - El-Houseini (2004) estuda 45 criancas com tumores so6lidos malignos (10

osteossarcomas, 11 sarcomas de Ewing, 13 neuroblastomas e 11
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rabdomiossarcomas) e demonstra que o nivel sérico de VEGF (por ELISA) esta
significantemente aumentado nos pacientes com doenca metastatica. Desta
forma, o autor propde que o VEGF sérico pode ser um marcador confiavel para o

seguimento oncoldgico destas neoplasias.

8 - Kaya et. al. (2004) estudam 10 casos de osteossarcoma com o intuito de
observar resisténcia tumoral concomitante (CTR, ou concomitant tumor
resistance), que é o aparecimento de metastases a distancia logo apés a resseccao
do tumor primario. A hipdtese é a de que o tumor primario inibe o crescimento
das micrometastases a distancia através da modula¢do de fatores angiogénicos.
Os autores mediram os niveis séricos de VEGF, bFGF (basic fibroblast growth
factor), PIGF (placenta growth factor), endostatina e TGF-B1 (transforming
growth factor 1). Os niveis de VEGF e de endostatina cairam significativamente
apoés a resseccao do tumor primario. Contudo, no grupo que desenvolveu
metastases a distancia os niveis de VEGF e de endostatina foram

significantemente mais elevados.

9 - Jung et. al. (2005) estudam 25 casos de osteossarcoma em relagdo as
expressoes de TGF-B 1, 2 e 3 (transforming growth factor-beta), e VEGF em
blocos de parafina submetidos a imunoistoquimica. Os resultados mostram que a
alta expressdo das isoformas 2 e 3 do TGF-B estd associada ao alto grau
histolégico do tumor. Ja a expressdo do VEGF, além de estar aumentada nos casos

de alto grau histolégico, estd também aumentada nos casos com pior sobrevida.

10 - Charity et. al. (2006) estudam a expressao do VEGF por imunoistoquimica
nos tumores ressecados de 52 pacientes portadores de osteossarcoma estadio
[IB ao nivel do joelho (48 receberam quimioterapia pré-operatoéria). Os autores
observam que os tumores que apresentavam expressao de VEGF acima de 25%

carregam um pior prognostico de sobrevida e um menor tempo livre de doenca.
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11 - Ek et. al. (2006) (1) estudam material de bidpsia de 25 casos de
osteossarcoma. Foram estudadas as expressdes do CD-34, CD-31 e do VEGF por
imunoistoquimica. A expressao do VEGF se mostrou aumentada nestes casos de
osteossarcoma, o que os autores creditam ao fato de os radiologistas terem
realizado as biopsias em areas de alto metabolismo dos tumores. Nao houve
correlacio entre a DMV (densidade microvascular), avaliada através da
expressao do CD-34 e do CD-31, e a evolugao oncolégica dos casos. Da mesma
forma, a expressdao do VEGF ndo se mostrou correlacionada com o progndstico

dos pacientes.

12 - Ek et. al. (2006) (2) estudam 11 pacientes com osteossarcoma acima de 40
anos de idade. Os autores correlacionam as expressoes de marcadores vasculares
(CD-31 e CD-43) e do VEGF em oito dos 11 casos acima de 40 anos com 17 casos
abaixo de 40 anos de idade (apenas oito tinham material disponivel para analise
imunoistoquimica). Os marcadores vasculares se mostraram mais expressados
no grupo acima de 40 anos, apesar de ndo ser estatisticamente significante. O

VEGF, no entanto, se mostrou igualmente expresso nos dois grupos.

13 - Oda et. al. (2006) estudam a DMV e as expressoes de CXCR4, VEGF e MIB-1
em 30 casos de osteossarcoma através de andlise imunoistoquimica em material
de bidpsia. O VEGF foi avaliado, tanto quantitativa (negativa, 1+, 2+ e 3+) quanto
qualitativamente, através da coloracdo citoplasmatica. Os pacientes com
expressao positiva de VEGF tiveram menor sobrevida quando comparados com

os casos sem expressao de VEGF.

14 - Mizobuchi et. al. (2008) estudam as expressdes de HIF-1a (hipoxia-inducible
factor 1a), VEGF, Fator VIII e Ki-67 em amostras de biépsias de 48 casos de
osteossarcoma. O VEGF foi avaliado semiquantitativamente através da escala de
cruzes e a DMV foi avaliada pela expressdao do Fator VIII. O Ki-67 foi utilizado

para avaliar o indice de proliferacdo celular. Das quatro variaveis testadas,
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apenas o HIF-la mostrou correlacdo com o mau prognostico dos pacientes
estudados. Dos pacientes que apresentaram metastases a distancia, 61%

mostraram positividade para HIF-1a.

15 - Huang et. al. (2008) estudam blocos de parafina de 31 pacientes que
receberam quimioterapia para osteossarcoma. Foram avaliadas as expressoes de
alfa V integrinas e do VEGF através de imunoistoquimica. As expressdes das
integrinas e do VEGF estavam altas quando comparadas ao tecido 6sseo normal e
se reduziram de maneira importante apds o tratamento quimioterapico. Ambos
apresentaram também correlacdo com a recorréncia da doencga, estadio de
Enneking e invasdo local. Contudo, apenas a expressdo do VEGF mostrou

correlacdo com a presenca de metastases a distancia.

16 - Marinho (tese de doutorado UNIFESP, 2009) estuda 50 casos de
osteossarcoma central de alto grau em material parafinado proveniente das
bidpsias. Foram pesquisadas as expressdes de VEGF, CD-34 e CD-31 através de
imunoistoquimica, e estas foram correlacionadas as caracteristicas clinicas, e a
presenca de metastases a distancia e 6bito no seguimento. Os pacientes foram
positivos para VEGF quando mais do que 64,7% das células (média) eram
positivas. A DMV foi mensurada através da contagem do numero de vasos
positivos para CD-34 e CD-31 em 10 campos de grande aumento (400X). Os
pacientes com DMV acima da média foram considerados como alta DMV, e abaixo
da média, como baixa DMV. Houve correlacdo estatisticamente significante entre

a alta expressao de VEGF e a pior sobrevida global e sobrevida livre de doenga.

17 - Kaya et. al. (2009) estudam prospectivamente 15 pacientes portadores de
osteossarcoma. O nivel sérico de VEGF dos pacientes foi avaliado antes do inicio
tratamento e os pacientes foram classificados em dois grupos: alta concentragdo
sérica de VEGF (>1000pg/ml) e baixa concentracdo sérica de VEGF. Nao houve

correlacao entre o nivel sérico de VEGF e necrose p6s-quimioterapia ou presenca
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de metastases a distancia. Os autores concluem, entretanto, que os pacientes do
grupo de alta concentrac¢do sérica de VEGF apresentam sobrevida menor do que

o0 grupo com baixa concentracao sérica de VEGF.

18 - Bajpai et. al. (2009) estudam 31 casos de osteossarcoma virgens de
tratamento, sendo 23 ndo metastaticos. A expressdo do VEGF foi estudada por
imunoistoquimica no material da biépsia e no tumor ressecado apos
quimioterapia. A expressdo de VEGF no material da bidépsia se mostrou
altamente relacionada ao alto grau histolégico (90% de correlagdo), mas nao se
correlacionou com a necrose poés-quimioterapia. Contudo, a alta expressao de
VEGF no material do tumor pds-quimioterapia mostrou correlacdo com o mau
prognéstico de sobrevida dos pacientes. Além disso, a diferenca de expressao do
VEGF no tumor pés-quimioterapia, em relacdo ao material da bidpsia, também

mostrou ser de valor progndstico neste grupo de pacientes.

19 - Zhou et. al. (2009) estudam, em 65 casos de osteossarcoma, as expressoes de
VEGF e de EMMPRIM (Extracellular matrix metalloproteinase inducer) e as
correlacionam com a sobrevida dos pacientes. Foram utilizados blocos de
parafina e os ensaios foram realizados com anticorpos. As expressoes de VEGF e
de EMMPRIM foram positivas em 72% e 69%, respectivamente, dos casos. O
estddio, a necrose pos-QT e as expressbes de VEGF e de EMMPRIM
correlacionaram com mau progndstico de sobrevida global e sobrevida livre de

eventos.

20 - Abdeen et. al. (2009) estudam 48 casos de osteossarcoma, sendo 28
mulheres e 20 homens com idade média de 22,1 anos. Quarenta e um casos eram
estadio IIB de Enneking (alto grau histologico, extracompartimental) e sete eram
estadio III de Enneking (metastase a distancia). O tecido utilizado nos ensaios foi
de blocos de parafina de 15 bidpsias, 25 tumores ressecados e oito metastases a

distancia. Foi pesquisada a expressdo de diversas moléculas por ensaios
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imunoistoquimicos em material parafinado. Dentre as 29 moléculas estudadas,
apenas o receptor trés do VEGF (VEGFR-3) mostrou correlagdo entre a sua alta
expressao e o mau prognostico de sobrevida global e sobrevida livre de eventos
dos pacientes. Além disso, a alta expressao de VEGF-B se correlacionou com a
baixa necrose poés-quimioterapia. Em relacao ao VEGF (VEGF-A), ndo houve

correlacao entre a sua expressao e a sobrevida dos pacientes neste estudo.

21 - Rossi et. al. (2010) estudam, em 16 casos de osteossarcoma ndo metastatico,
as expressodes de CD-31 e de VEGF, no material da biépsia e no tumor pds-QT.
Havia 12 homens e quatro mulheres, com idade média de 17,25 anos (13-40).
Houve cinco casos que apresentaram recidivas locais, sete casos com metastases
a distdncia no seguimento e cinco 6bitos. Os autores observaram que quando a
expressao de VEGF estava aumentada no tumor pés-QT em relagdo a biopsia, a
chance de recidiva local era maior, a presenca de metastases a distancia era

maior e o progndstico de sobrevida era pior.

22 - Lin et. al. (2010) estudam a expressao de CXCR4 e VEGF em 56 casos de
osteossarcoma. Havia 30 homens e 26 mulheres, com idade média de 22,4 anos
(7-67). Doze pacientes eram estadio III de Enneking (metastase a distancia) e, os
demais, estadio IIB (alto grau histolégico, extracompartimental). Os pacientes
foram seguidos em média por 33,5 meses (20-75). Os ensaios foram realizados
em material parafinado do tumor primario, e foram pesquisadas as expressoes
de CXCR4 e de VEGF por imunoistoquimica. Houve expressdo de CXCR4 em
69,6% dos casos e de VEGF em 64,3% dos casos, sendo alta a correlacdo entre a
expressao das duas moléculas (p=0,02). Os autores observaram também uma
maior expressdo de CXCR4 e de VEGF nos pacientes estaddio III do que nos
pacientes estadio IIB. Finalmente, os autores relatam que os casos com maior
expressao de CXCR4 e de VEGF apresentaram maior evolucdo para metastases a

distancia e pior sobrevida.
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Primeiro autor e ano de Nimero Material Correlagzilo daalta
publicagdo de pesquisado CHpressao (ion_l °
casos mau progndstico
Lee et. al,, 1999 30 Biopsia Positiva
Kaya et. al., 2000 27 Biopsia Positiva
Holzer et. al,, 2001 17 Sangue periférico Negativa
Sulzbacher et. al., 2002 57 Bidpsia Negativa
Kaya et. al., 2002 16 Sangue periférico Positiva
Rutkowsky et. al., 2003 26 Sangue periférico Negativa
El-Houseini et. al., 2004 10 Sangue periférico Positiva*
Kaya et. al., 2004 10 Sangue periférico Positiva
Jung et. al.,, 2005 25 Biopsia Positiva
Charity et. al,, 2006 52 Tumor po6s QT Positiva
Ek et. al,, 2006 (1) 25 Bidpsia Negativa
Ek et. al,, 2006 (2) 11 Bidpsia Negativa
Odaet. al., 2006 30 Biopsia Positiva
Mizobuchi et. al., 2008 48 Bidpsia Negativa
Huang et. al,, 2008 38 Biopsia Positiva
Marinho, 2009** 50 Bidpsia Positiva
Kaya et. al., 2009 15 Sangue periférico Positiva
Bajpai et. al,, 2009 31 Bidpsia + Tumor Positiva
Zhou et. al,, 2009 65 Biopsia Positiva
Abdeen et. al,, 2009 48 Biépsia + Tumor + Negativa
Metastase
Rossi et. al.,, 2010 16 Bidépsia + Tumor Positiva
Lin et. al,, 2010 56 Biopsia Positiva

Legenda: OS: osteossarcoma, QT: quimioterapia

*: Estatistica realizada com 45 pacientes com outros trés tipos de tumor

**: Tese de doutorado da UNIFESP, ndo publicada
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MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado com base no Ambulatério do Grupo de Oncologia
Ortopédica e no Laboratério de Anatomia Patoldgica do Instituto de Ortopedia
e Traumatologia (I0T) do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdao Paulo (FMUSP).

Todos os prontudrios de pacientes portadores de osteossarcoma no
periodo de 1986 a 2006 foram levantados e analisados, numero que totalizou

195 casos.

Foram utilizados trés critérios de inclusio:

1 - Osteossarcoma central primario de alto grau histoldgico, localizado no

esqueleto apendicular, nao metastatico ao diagndstico.

2 - Seguimento clinico de no minimo 24 meses de periodo pds-operatdrio

para os pacientes vivos.

3 - Dados do prontuario completos, com presenca do bloco da bi6psia.

Dos 195 casos iniciais, 50 preencheram os critérios de inclusdo acima

mencionados.

Nestes 50 casos, foram colhidos os seguintes dados:

1 - Nimero de registro HC
2 - Nome

3 - Idade
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4 - Género

5 - Localiza¢do anatémica

6 - Data da biopsia

7 - Data da cirurgia

8 - Tipo de cirurgia (resseccao ou amputacao)
9 - Margens cirdrgicas (livres ou comprometidas)
10 - Maior dimensao do tumor (em cm)

11 - Necrose induzida pela QT (em %)

12 - Presenca ou nao de recidiva local

13 - Presenga ou ndo de metdastases a distancia
14 - Seguimento (em meses)

15 - Status no ultimo seguimento (sem evidéncia de doenca (SED),
vivo com doenca (VCD), 6bito pela doenca (OPD) ou 6bito por outras causas

(000))
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ESTUDO DA CASUISTICA

TABELA 5: Caracteristicas da casuistica (continua na pagina 34)

16/04/2008

Caso | Idade | Género Cirurgia Status final SG | SLE Rizlg;lv 2| Metastase | Obito
1 16 F 05/05/89 SED 159 | 159 ndo ndo ndo
26/08/2002
2 13 M 30/11/89 MPD 77 44 44 47 77
20/04/1996
VCD . ~
3 16 M 09/04/90 09/03/1999 107 | 98 98 ndo ndo
4 19 M 03/04/91 MPD 42 26 nio 26 42
03/10/1995
5 17 M 24/10/91 MPD 76 17 17 22 76
08/02/1998
22/06/199 SED ~ . ~
6 15 F 2 05/05/2006 167 | 167 nao nao nao
SED ~ . ~
7 12 M 26/10/92 02/03/2004 137 | 137 nao nao nao
8 24 M 21/06/93 veD 30 23 ndo 23 ndo
14/12/1995
SED ~ N ~
9 18 M 27/03/95 13/01/1998 34 34 nao nao nao
10 8 F 05/04/95 MPD 78 | 35 | ndo 35 78
07/10/2001
11 17 M 19/04/95 VeD 36 5 ndo 5 ndo
30/04/1998
VCD ~
12 25 F 24/05/95 09/12/1997 31 22 22 22 nio
13 17 M 20/11/95 MPD 37 7 ndo 7 37
03/12/1998
14 7 F 27/11/95 VeD 101 2 2 5 ndo
12/04/2006
SED ~ . .
15 18 M 15/01/96 08/10/2008 105 | 105 nao nao nao
SED ~ N ~
16 14 F 14/02/96 02/03/1999 37 37 nao nao nao
VCD ~ ~
17 16 F 15/04/96 18/05,/2000 49 32 nao 32 nao
SED ~ N ~
18 18 F 22/07/96 29/04/2003 81 81 nao nao nao
SED N ~
19 5 M 07/05/97 20/04/2000 35 21 21 ndo ndo
20 22 M 12/05/97 MPD 53 26 ndo 26 53
10/10/2001
SED ~ . .
21 19 F 11/02/98 13/02/2007 108 | 108 nao nao nao
SED ~ . .
22 22 F 10/06/98 17/09/2008 123 | 123 nao nao nao
SED . . ~
23 13 F 03/08/98 26/03/2002 43 43 nao nao nao
SED ~ ~
24 24 M 02/09/98 23/09/2008 120 | 24 24 nao nao
25 12 M 11/11/98 SED 113 | 113 nao nao nao




Caso | Idade | Género Cirurgia Status final | SG | SLE R‘if,ic(;l,ilv 2| Metastase | Obito
26 28 M 01/12/99 08//3‘1/\;2008 97 46 62 46 nao
27 12 F 27/09/01 29/(;/7(:/])2008 82 25 25 59 nao
28 17 M 16/09/02 21/OSSE/DZOOS 68 68 nao nao nao
29 19 M 02/10/03 05/152]3/])2007 50 50 nao nao nao
30 15 F 24/11/03 10/55/])2007 41 41 nao nao nao
31 14 M 27/05/04 20/3/5(:/])2008 48 29 nao 29 nao
32 19 M 14/06/04 19/055/132008 50 50 nao nao nao
33 19 M 06/07/04 15/OS7E/DZOO8 48 48 nao nao nao
34 21 M 17/09/04 MPD 50 10 10 20 50

30/11/2008
35 22 F 08/11/04 20/152E/DZOO8 49 49 nao nao nao
36 24 F 18/11/04 07/151]3/])2007 36 36 nao nao nao
37 14 F 13/01/05 23/055/])2008 44 | 44 nao nao nao
38 13 M 04/04/05 24/057]3/])2007 27 27 nao nao nao
39 11 F 25/04/05 08/15(?/])2008 42 42 nao nao nao
40 14 F 05/05/05 11/059]3/])2007 28 28 nao nio niao
41 8 M 29/08/05 11/053];3/])2008 31 31 nao nao nao
42 13 M 03/10/05 15/OS7E/DZOO8 33 33 nao nao nao
43 16 M 13/10/05 25/OS6E/DZOO8 32 32 nao nao nao
44 15 M 26/01/06 13/055/132008 31 31 nao nao nao
45 13 M 03/04/06 16/OS7E/DZOO8 27 27 nao nao nao
46 16 M 15/05/06 16/OS6E/DZOOS 25 25 nao nio niao
47 9 M 09/06/06 01/055/])2008 27 27 nao nao nao
48 16 M 13/07/06 01/055/])2008 26 26 nao nao nao
49 13 F 05/10/06 23/55/])2009 30 30 nao nao nao
50 10 M 09/10/06 23/52]3/])2009 28 28 nao nao nao
- |

Total: | Média: 31Me i i M.: i 10 /50 15 /50 7 /50

50 15,96 19F 60,6 (20%) (30%) (14%)
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A idade dos pacientes no momento do diagndstico variou entre cinco e 28
anos, com média de 15,96 anos. O seguimento médio foi de 60,58 meses (25-167
meses).

A sobrevida global foi de 86%), a sobrevida livre de doenca foi de 70% e a

recidiva local ocorreu em 20% dos casos.

As demais variaveis encontram-se nas TABELAS 6 a 14:

TABELA 6: Caracteristicas da casuistica: género

Género

Masculino

Feminino

Total: 50

31

19

TABELA 7: Caracteristicas da casuistica: localizagdo anatémica

Localizacao anatomica

Membro superior

Membro inferior

Total: 50 8 42
TABELA 8: Caracteristicas da casuistica: tipo de cirurgia
Tipo de cirurgia Resseccao Amputacao
Total: 50 43 7
TABELA 9: Caracteristicas da casuistica: margem cirdrgica
Margem cirdrgica Livres Comprometidas
Total: 50 44 6
TABELA 10: Caracteristicas da casuistica: tamanho do tumor
Tamanho do tumor < 8cm > 8cm
Total: 50 13 37

TABELA 11: Caracteristicas da casuistica: necrose p6s quimioterapia

Necrose p6s QT

<50% >50%

Nao fez QT pré op.

Total: 50

27 17

6




TABELA 12: Caracteristicas da casuistica: presenca de recidiva local

36

Recidiva local

Ausente

Presente

Total: 50

40

10

TABELA 13: Caracteristicas da casuistica: presenca de metastase a distancia

Metastase a distancia

Ausente

Presente

Total: 50

35

15

TABELA 14: Caracteristicas da casuistica: status oncoldgico final

Status final SED VCD OPD 00cC
Total: 50 35 9 6 0
Legenda:

QT: quimioterapia

SED: sem evidéncia de doenga

VCD: vivo com doenga
OPD: 6bito pela doenca

0O0C: 6bito por outras causas

ANALISE HISTOLOGICA

O estudo das laminas foi realizado por dois patologistas do Servigo de

Anatomia Patoldgica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, ambos com

experiéncia em tumores musculoesqueléticos.

O diagnostico de osteossarcoma foi confirmado através da analise de

laminas coradas pela hematoxilina-eosina.

Todos os materiais analisados foram provenientes das biépsias ou dos

produtos das ressec¢des dos tumores recém-diagnosticados, sem tratamento
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quimioterapico ou radioterapico prévio. Cada caso foi estudado e classificado
pelos dois patologistas, em uma analise cega da identidade e situacado clinica do

paciente.

ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Cortes histolégicos de quatro micrémetros de espessura dos tumores
emblocados em parafina foram submetidos ao estudo imunoistoquimico. Foi
empregado o seguinte anticorpo:

- Anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano VEGF (Dako
Corporation, Carpinteria CA, USA, clone VG1, isotipo IgG1, kappa, isoformas VEGF
121, 165 e 189), com dilui¢ao 1:100.

Os espécimes foram submetidos a recuperagdo antigénica com o uso do
calor, utilizando-se panela de pressao. Foi utilizado o anticorpo acima descrito,
avaliado em cortes histoldgicos em laminas previamente silanizadas (3-
aminopropyltriethoxysilane, Sigma Chemical CO, EUA, codigo A3 648), deixadas
em estufa a 60°C, por 24 horas, para maior adesdo aos cortes. O método utilizado
foi streptavidina-biotina-peroxidase. A reacdo de detec¢ao foi realizada com o
uso do "kit" DAKO StreptABComplex/HRP (estreptavidina-biotina-peroxidase) e
LSAB, que consistiu nas seguintes etapas:

1) Incubag¢do com o anticorpo primario, na diluicdo que sera estabelecida
previamente para cada anticorpo, em TBS, durante uma hora, a 37°C;

2) Lavagem em TBS e incubacdo no mesmo tampao durante cinco
minutos;

3) Incubagao com o anticorpo secundario biotinilado durante 30 minutos
a temperatura ambiente e posterior lavagem com TBS;

4) Incubagdo com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase durante
30 minutos a temperatura ambiente;

5) Lavagem e posterior incubagdo com TBS durante cinco minutos;
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6) Incubacdo com o substrato DAB (6mg de tetrahidrocloridio de 3,3-
diaminobenzidine em 10ml de 0,05 M TBS, pH 7.6, e 0,1ml de 3% H202) durante
5 minutos;

7) Lavagem em agua destilada;

8) Contra-coloracdao com hematoxilina de Harrys;

9) Montagem com gelatina glicerinada.

A positividade da reacgdo foi avaliada pela cor marrom, visualizada em
microscopia 6tica com aumento de 200X, representando o complexo antigeno-
anticorpo formado, capaz de ligar o cromoégeno. Foi selecionado o campo
microscépico mais representativo possivel, ou seja, com a maior expressao
possivel de VEGF. Em seguida, foram contadas as células com expressdo positiva
no campo selecionado e foi calculada a sua porcentagem sobre o total de células

do campo.

A andlise da expressao do VEGF foi realizada conforme o estudo de KAYA,
2000:
1. Baixa expressdao de VEGF (<30% das células tumorais), denominado
Grupo 1
2. Alta expressdo de VEGF (>30% das células tumorais), denominado

Grupo 2

Foi calculada a média das porcentagens obtidas pelos dois patologistas em
cada caso e esse percentual ficou definido como a expressdao de VEGF de cada

caso.
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FIGURA 3: Caso nimero 27, com expressdo de VEGF de 18% (aumento de 400X)
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Estes dois grupos (baixa e alta expressao de VEGF) foram entdo comparados

em relacdo aos seguintes parametros:

Idade: até 20 anos X acima de 20 anos

Género: masculino X feminino

Localizacdo anatomica: membro superior X membro inferior
Tamanho do tumor: < 8 cm X > 8 cm (AJCC)

Tipo de cirurgia: ressec¢do X amputacao

Margens cirurgicas microscopicas: livres X comprometidas
Necrose pos-quimioterapia: < 50% X > 50% (Huvos)
Recidiva local: ausente X presente

Metastase a distancia: ausente X presente

Sobrevida livre de doenga: (SED + O0OC) X (VCD + OPD)

Sobrevida global: (SED + VCD + O0C) X OPD

ANALISE ESTATISTICA

Foram construidas as curvas de Kaplan-Meyer da sobrevida global, tempo
até recidiva e tempo até metastase a distadncia dos pacientes, segundo a
expressao de VEGF. Os grupos 1 e 2 foram comparados segundo esses tempos,
com o uso do teste log-rank (KLEINBAUM, 1996).

Para verificar a existéncia de associacdo entre o 6bito e os grupos (VEGF)
foram descritos os 6bitos segundo VEGF e realizado o teste exato de Fisher
(KIRKWOOD e STERN, 2006).

Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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FIGURA 5: Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global para os grupos 1 (baixa
expressao de VEGF) e 2 (alta expressdo de VEGF).
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RESULTADOS

FIGURA 6: Curvas de Kaplan-Meier de recidiva local para os grupos 1 (baixa

expressao de VEGF) e 2 (alta expressdo de VEGF).
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FIGURA 7: Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida livre de doenga para os grupos 1
(baixa expressdo de VEGF) e 2 (alta expressao de VEGF).
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RESULTADOS

TABELA 15-  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DA FAIXA ETARIA SEGUNDO A EXPRESSAO DE VEGF.
COMPARACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (a. = 0,05)
FAIXA EXPRESSAO DE VEGF
ETARIA
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
< 20 anos 32 64 9 18
> 20 anos 4 8 5 10
TOTAL 36 72 14 28

p:

0.056 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

TABELA 16 -  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DO GENERO SEGUNDO A EXPRESSAO DE VEGF. COMPARACAO
PELO TESTE EXATO DE FISHER (a = 0,05)
GENERO EXPRESSAO DE VEGF
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n) Relativa (%)
MASCULINO 22 44 9 18
FEMININO 14 28 5 10
TOTAL 36 72 14 28

p = 0.550 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)




RESULTADOS

TABELA 17 -  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DA LOCALIZAGAO ANATOMICA SEGUNDO A EXPRESSAO DE
VEGF. COMPARACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (a =

0,05)
LOCALIAZACAO EXPRESSAO DE VEGF
ANATOMICA
<30% >30%
Absoluta  Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
(n)
MEMBRO 4 8 4 8
SUPERIOR
MEMBRO 32 64 10 20
INFERIOR
TOTAL 36 72 14 28

p = 0.140 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

TABELA 18-  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DO TIPO DE CIRURGIA SEGUNDO A EXPRESSAO DE VEGF.
COMPARACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (a. = 0,05)
TIPO DE EXPRESSAO DE VEGF
CIRURGIA
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
RESSECCAO 29 58 14 28
AMPUTACAO 7 14 0 0
TOTAL 36 72 14 28

p = 0.084 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

TABELA 19 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA
(%), DA MARGEM CIRURGICA SEGUNDO A EXPRESSAO DE
VEGF. COMPARACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (o =

0,05)
MARGEM EXPRESSAO DE VEGF
CIRURGICA
<30% >30%
Absoluta Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
(n)
LIVRE 31 62 13 26
COMPROMETIDA 5 10 1 2
TOTAL 36 72 14 28

p = 0.455 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

TABELA 20 -  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DO TAMANHO DO TUMOR SEGUNDO A EXPRESSAO DE VEGF.
COMPARACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (o = 0,05)

TAMANHO EXPRESSAO DE VEGF
DO TUMOR
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
< 8cm 8 16 5 10
>8cm 28 56 9 18
TOTAL 36 72 14 28

p = 0.264 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

TABELA 21-  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DA NECROSE POS QUIMIOTERAPIA SEGUNDO A EXPRESSAO DE
VEGF. COMPARACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (o = 0,05)

NEgROSE EXPRESSAO DE VEGF
POS QT
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
<50% 18 36 9 18
>50% 12 24 5 10
TOTAL 30 60 14 28

(6 NA = 12%)

p = 0.528 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

TABELA 22 -  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DA PRESENCA DE RECIDIVA LOCAL SEGUNDO A EXPRESSAO DE
VEGF. COMPARACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (o = 0,05)

RECIDIVA EXPRESSAO DE VEGF
LOCAL
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
AUSENTE 29 58 11 22
PRESENTE 7 14 3 6
TOTAL 36 72 14 28

p =0.717 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)




RESULTADOS

TABELA 23-  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DA PRESENCA DE METASTASE A DISTANCIA SEGUNDO A
EXPRESSAO DE VEGF. COMPARAGAO PELO TESTE EXATO DE
FISHER (o = 0,05)

METASATASE EXPRESSAO DE VEGF
A DISTANCIA
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
AUSENTE 27 54 8 16
PRESENTE 9 18 6 12
TOTAL 36 72 14 28

p = 0.185 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

TABELA 24 -  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DO OBITO SEGUNDO A EXPRESSAO DE VEGF. COMPARAGAOQ
PELO TESTE EXATO DE FISHER (a = 0,05)

OBITO EXPRESSAO DE VEGF
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n) Relativa (%)
AUSENTE 32 64 11 22
PRESENTE 4 8 3 6
TOTAL 36 72 14 28

p = 0.384 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

TABELA 25 -  DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA E RELATIVA (%),
DO STATUS ONCOLOGICO SEGUNDO A EXPRESSAO DE VEGF.
COMPARACAO PELO TESTE EXATO DE FISHER (a = 0,05)

STA'I:US EXPRESSAO DE VEGF
ONCOLOGICO
<30% >30%
Absoluta (n) Relativa (%) Absoluta (n)  Relativa (%)
SED 27 54 8 16
VCD + OPD 9 18 6 12
TOTAL 36 72 14 28

p = 0.185 (Teste Exato de Fisher calculado p/ monocaudal)
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RESULTADOS

Os resultados mostraram que ndo houve correlagdo estatisticamente

significante entre a expressdo de VEGF e quaisquer das variaveis estudadas.
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DISCUSSAO

A evolucao histérica do tratamento do osteossarcoma se divide
nitidamente em dois periodos: antes e apds a quimioterapia.

Na era pré-quimioterapia, o tratamento constava simplesmente da
amputacdo do membro acometido, quando possivel, e a observacdo dos
pacientes, dos quais mais de 90% pereciam da enfermidade em um curto espaco
de tempo (MARCOVE, 1970).

Os primeiros estudos sobre a eficacia da quimioterapia no tratamento do
osteossarcoma foram publicados na década de 1970 (ROSEN, 1975).
Inicialmente, a quimioterapia foi utilizada nos pacientes apés a amputacdo do
membro (chamada quimioterapia adjuvante). Os oncologistas observaram que os
pacientes experimentavam um maior tempo de sobrevida, além da estabilizacao
das metastases pulmonares em muitos casos. Contudo, havia ainda um certo
ceticismo por parte da comunidade cientifica.

Foi o estudo multi-institucional MIOS (Multinstitutional Osteosarcoma
Study), coordenado por Michael Link e publicado no New England Journal of
Medicine em 1986, que acabou com as duvidas em relacdo a eficacia da
quimioterapia no tratamento do osteossarcoma. Foram comparados
prospectivamente dois grupos de pacientes portadores de osteossarcoma: em
um deles (grupo controle) foi instituido o tratamento tradicional da época, ou
seja, cirurgia ablativa seguida de observacdo dos pacientes; em outro, foi
realizada poliquimioterapia adjuvante com metotrexate em altas doses,
doxorrubicina, cisplatina, bleomicina, ciclofosfamida e actinomicina D. O grupo
controle mostrou sobrevida livre de doenca em dois anos de 17%, contra 66% do
grupo submetido a quimioterapia adjuvante. Esta melhora na sobrevida livre de
doenca se manteve no seguimento de seis anos, com 11% para o grupo controle e
61% no grupo tratado com poliquiomioterapia (LINK, 1986).

Estimulados pelos bons resultados, muitos autores comecaram a sugerir a

administracdo das drogas para os pacientes antes da cirurgia (chamada
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quimioterapia neoadjuvante). O principal apelo era o de que a quimioterapia,
além de diminuir o tumor, permitindo a preservacdo do membro, aumentava
também significativamente o tempo de sobrevida dos pacientes. Dentro deste
contexto, foi sugerida a quimioterapia antes da cirurgia dos pacientes portadores
de osteossarcoma das extremidades (ROSEN, 1976).

Desde entdo, o tratamento padrao do osteossarcoma inclui quimioterapia.
Sempre adjuvante, e sempre que possivel, neoadjuvante também.

Os resultados oncolégicos dos pacientes melhoraram muito, sendo que a
sobrevida dos pacientes saltou de 10 a 15% em cinco anos, para cerca de 60 a
70% em cinco anos. Inimeros estudos subseqilientes confirmaram a eficacia da
quimioterapia no tratamento do osteossarcoma. Contudo, nos ultimos 25 anos,
ndo houve uma melhora significativa da sobrevida dos pacientes portadores de
osteossarcoma. Houve muitas variacdes nos diversos protocolos, com mudangas
tanto nas drogas, quanto no numero delas, nas suas doses e nos seus regimes de
administracdo. Mesmo assim, nao se conseguiu avancar na melhora dos
resultados. Foi atingido um platé do qual ndo se consegue sair.

Tendo este panorama histérico em mente, outros caminhos vém sendo
estudados nos ultimos anos como alternativos, com o intuito de melhorar o
resultado do tratamento do osteossarcoma. Um destes caminhos, considerado
bastante promissor, é o das drogas antiangiogénicas, dentre as quais o
bevacizumab (Avastin®), um anticorpo monoclonal anti-VEGF, foi uma das

primeiras a ser comercializada.

Os estudos sobre angiogénese no osteossarcoma sdo bastante recentes.
Prova disso é o fato de que o periodo de tempo entre o primeiro trabalho que
estudou a expressdo de VEGF como fator de prognéstico em pacientes com
osteossarcoma (LEE, 1999), e a presente data (abril de 2010), é de apenas onze
anos. Desde o estudo de LEE, publicado em julho de 1999, até o trabalho de LIN,
publicado em margo de 2010, 22 trabalhos estudaram o VEGF e sua relacao com

o progndstico dos pacientes portadores de osteossarcomas (TABELA 4). Apenas
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um deles nao foi ainda publicado (MARINHO, tese de doutorado, UNIFESP, 2009).
Destes 22, 15 utilizaram material de bidopsia para pesquisar a expressao
imunoistoquimica de VEGF (TABELA 26), metodologia semelhante ao atual

estudo.

Antes de iniciarmos a comparacao dos resultados do presente estudo com
os da literatura, considero necessario primeiramente comparar as caracteristicas
das casuisticas do atual estudo com os diversos estudos com metodologia

semelhante.

Em relacdo as caracteristicas da casuistica, podemos dizer que a idade
média dos pacientes do atual estudo foi de 16 anos de idade, considerada
relativamente baixa quando comparamos a idade média dos pacientes de outros
estudos semelhantes. Excetuando-se o estudo de EK, 2006 (2), no qual foram
selecionados apenas pacientes com idade acima dos 40 anos, quase todos os
demais estudos apresentaram idades médias acima do presente estudo. As
excecoes foram os estudos de ODA, 2006, com 15 anos de idade média, e de
MARINHO, 2009, com 15,4 anos de idade média. SULZBACHER, 2002, com 21
anos de média, JUNG, 2005, com 24 anos de idade média, e ABDEEN, 2009, com
22,1 anos de idade média sdo alguns exemplos. E interessante notar que dentre
os dois estudos com idade média inferior a do atual, estd o Unico estudo
brasileiro da literatura selecionada com metodologia semelhante.

Além disso, quando dividimos os pacientes em até 20 anos de idade e
acima de 20 anos de idade, pudemos notar que houve uma nitida tendéncia dos
pacientes com idade acima de 20 anos apresentarem uma maior expressdo de
VEGF do que nos pacientes mais jovens (< 20 anos de idade). Dos nove pacientes
com idade superior a 20 anos, cinco estavam no grupo de alta expressao de VEGF
(55%), contra apenas nove dos 41 casos com idade abaixo ou igual a 20 anos
(22%). O p foi de 0.056, ou seja, muito proximo da significancia estatistica

adotada no presente estudo. O estudo de ZHOU, 2009, também comparou idades
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até 20 anos e acima de 20 anos em relacdo a expressdo de VEGF: dos 42
pacientes com idade até 20 anos, 31 apresentavam positividade para VEGF
(72%), contra 16 dos 23 pacientes com idade acima de 20 anos (72%). Contudo,
foram considerados positivos para VEGF os casos com expressao acima de 10%
das células, ao contrario do presente estudo, onde consideramos 30% das células
como corte para alta e baixa expressao (ZHOU, 2009). Apesar de nao terem
demonstrado significancia estatistica quando compararam a expressao de VEGF
e idades acima e abaixo de 40 anos, EK, 2006 (1) ressaltaram que houve uma
tendéncia de as expressdes de CD-31 e CD-34, marcadores vasculares, estarem
aumentadas no grupo com idade acima de 40 anos (EK, 2006(1)). Nos demais
estudos, a grande maioria ndo correlacionou a idade com a expressdo de VEGF.
Os poucos que o fizeram ndo obtiveram correlacdo estatisticamente significante.
Um exemplo é o estudo de LIN, no qual os pacientes foram divididos em abaixo

de 15 anos de idade e com 15 ou mais anos de idade (p=0.798) (LIN, 2010).

Se formos analisar a prevaléncia por género, vamos observar que no atual
estudo houve predominancia do sexo masculino, com 31 pacientes, contra
apenas 19 do sexo feminino. Quando comparamos este dado com os outros 15
estudos com metodologia semelhante (TABELA 26), vemos que apenas em dois
deles houve mais pacientes do sexo feminino do que masculino. Foram os
estudos de MIZOBUCHI, 2008, E ABDEEN, 2009. Nos referidos estudos,
observou-se respectivamente, 26 pacientes do sexo feminino e 22 do sexo
masculino, e 28 do sexo feminino e 20 do sexo masculino. Nos outros 13 estudos
houve predominancia do sexo masculino. Nosso estudo acompanhou a maioria
da literatura, com mais pacientes do sexo masculino.

Em relacdo a expressao de VEGF nos grupos masculino e feminino,
observamos que, dos 31 pacientes do sexo masculino, 22 apresentavam baixa
expressao de VEGF e nove apresentavam alta expressao (29%). Nas 19 pacientes
do sexo feminino, 14 apresentavam baixa expressio de VEGF e cinco

apresentavam alta expressdo (26%). Nao houve diferenca estatisticamente
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significante entre os dois grupos (p=0.55). LIN, 2010, também ndo obteve
significancia estatistica quando comparou os géneros com a expressao de VEGF:
dos 29 pacientes do sexo masculino, 19 apresentaram expressdo positiva para
VEGF (65%). Similarmente, dos 27 pacientes do sexo feminino, 17 apresentaram
positividade para VEGF (63%) (p=0.968). E importante ressaltar que no estudo
de LIN, 2010, foram considerados como expressao positiva de VEGF os casos com
mais de 10% das células positivas. No presente estudo, consideramos com alta
expressao de VEGF os casos com mais de 30% das células positivas, assim como
KAYA, 2000. Foi interessante notar que, no estudo no qual nos baseamos para
definir como 30% o corte de alta e baixa expressio de VEGF, os autores
obtiveram significancia estatistica quando compararam o género com a
expressao de VEGF: dos 15 pacientes do sexo masculino, 12 apresentavam alta
expressao de VEGF (80%), contra cinco dos 12 pacientes do sexo feminino (42%)

(p<0.05) (KAYA, 2000).

Observamos também que a localizacao no membro inferior foi claramente
predominante no presente estudo, com 42 casos, contra apenas oito localizados
no membro superior. Comparando este dado com os estudos semelhantes,
observamos que apenas nos estudos de EK, 2006 (1) e (2) houve mais casos no
membro superior do que no membro inferior (TABELA 26). Como os dois
estudos compartilham casos em comum, podemos considerar como uma Unica
casuistica para efeito de discussdo. E importante frisar que, nos estudos nos
quais houve casos no esqueleto axial, estes ndo foram considerados para efeito
de comparacdo porque no presente estudo foram selecionados apenas casos
localizados no esqueleto apendicular. Desta forma, o presente estudo mostrou,
assim como a esmagadora maioria dos estudos, uma maior prevaléncia de casos
no membro inferior. Um exemplo é o estudo de ZHOU, 2009, no qual 40 dos 65
casos estavam localizados no fémur ou na tibia (ZHOU, 2009).

Ao analisarmos os grupos de alta e baixa expressdao de VEGF, observamos

que os pacientes com tumores localizados no membro superior tiveram uma
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tendéncia a apresentar alta expressdao de VEGF. Dos oito casos localizados no
membro superior, quatro apresentavam alta expressio de VEGF (50%). Por
outro lado, dos 42 casos localizados no membro inferior, apenas 10 mostravam
alta expressao de VEGF (24%). Contudo, o p foi de 0.14, o que configura uma
relacdo estatisticamente ndo significante. Novamente utilizando o estudo de
ZHOU, 2009, como comparacdo, observamos que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os casos localizados nestes dois 0ssos e os
demais ossos em relacdo a expressao de VEGF: 26 dos 40 casos localizados no
fémur ou na tibia apresentaram expressao positiva de VEGF (65%), contra 19
dos 25 casos localizados em outros ossos (76%) (p>0.05) (ZHOU, 2009). Outros
estudos como SULZBACHER, 2002, HUANG, 2008, MIZOBUCHI, 2008 e LIN, 2010,
também ndo mostraram correlagdo estatisticamente significante entre
localizagdo do tumor (membro superior X membro inferior) e expressao de

VEGF.

As demais caracteristicas epidemioldgicas estudadas também ndo

mostraram correlacdo com a expressao de VEGF.

A variavel que mais se aproximou de significancia estatistica foi o tipo de
cirurgia. Sete pacientes dos 50 (14%) foram submetidos a amputagdo do
membro acometido como tratamento cirtrgico inicial. Este indice de amputacao
é consistente com a maioria dos estudos norte americanos e europeus. Estudos
como o de ROSSI, 2010, ndo apresentaram nenhum caso de amputacdo do
membro em 16 casos. Alguns outros, em contrapartida, como o de BAJPAI, 2009,
em estudo realizado na India, apresentaram taxa de amputac¢io mais elevada do
que o presente estudo: 26% (8/31).

Dos 43 casos submetidos a cirurgias preservadoras de membro, 14 (28%)
apresentavam alta expressao de VEGF. Em contrapartida, nenhum dos sete casos
submetidos inicialmente a amputacido do membro acometido mostrava alta

expressao de VEGF (p=0.084).
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E importante frisar que, no estudo desta variavel, levamos em
consideracdo apenas o procedimento cirurgico inicial. Sabemos também que, dos
dez casos que evoluiram com recidiva local, oito foram submetidos a amputacao
do membro, um recusou a cirurgia ablativa e outro ja apresentava doenca
metastatica muito avancada para se indicar a amputacdo do membro. Desta
forma, tivemos oito casos que foram submetidos inicialmente a cirurgia
preservadora de membro, evoluiram com recidiva local e foram amputados em
um segundo tempo. Estes casos foram considerados como submetidos a cirurgias

preservadoras de membro.

Outras varidveis como margem cirurgica, tamanho do tumor e necrose
pOs quimioterapia ndo mostraram significancia estatistica quando relacionadas a

expressao de VEGF.

Em relagdo a margem cirurgica, dividimos os pacientes em margem
cirargica microscépica livre e comprometida. Apenas seis dos 50 casos
apresentaram margem cirurgica microscopica comprometida (12%). Destes seis
pacientes com margem cirdrgica comprometida, apenas um apresentava alta
expressdo de VEGF (17%). Ja dos 44 pacientes operados com margem livre, 13
(30%) mostravam alta expressao de VEGF (p=0.455). A maioria dos estudos
semelhantes ndo faz sequer meng¢do da margem cirurgica como variavel a ser
estudada em relacdo a expressdao de VEGF. EK, 2006 (2) foram um dos poucos
estudos que citaram margem cirurgica. Contudo, ndo tiveram em nenhum dos 11
casos estudados margem cirdrgica comprometida, o que ndo permite a

comparacao em relacdo a expressdo de VEGF.

O tamanho do tumor também nao se mostrou correlacionado com a
expressao de VEGF. Assim como preconiza o ultimo estadiamento da AJCC
(American Joint Comittee on Cancer) (TABELA 1) (EDGE, 2009), dividimos os

pacientes em portadores de tumores até 8 cm de extensdao no maior eixo (T1), e
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portadores de tumores maiores que 8 cm no maior eixo (T2). Nao houve nenhum
caso com skip metastasis (T3). Observamos que, dos 13 pacientes com tumores
até 8 cm, cinco apresentavam alta expressdo de VEGF (38%), contra apenas nove
dos 37 pacientes com tumores acima de 8 cm de extensdo (24%) (p=0.264).
Houve, portanto, uma leve tendéncia de os tumores maiores apresentarem
menor expressao de VEGF. MARINHO, 2009, mostrou que, dos 48 casos nos quais
havia menc¢ao do tamanho do tumor no prontudrio, 30 eram maiores ou iguais a
12 cm, e 18 menores do que 12 cm. Nao ha menc¢do na tese do motivo pelo qual a
autora utilizou 12 cm como corte para o tamanho do tumor. Mas suponho que
tenha sido pelo fato de os pacientes se apresentarem com tumores de grandes

dimensdes no nosso pais.

Utilizamos os critérios de Huvos para se avaliar a necrose pds
quimioterapia (ROSEN, 1983). Os tumores sdo divididos em quatro grupos: até
50% de necrose (Huvos I), de 50 a 90% de necrose (Huvos II), acima de 90% de
necrose (Huvos III) e 100% de necrose (Huvos IV). A necrose pds quimioterapia
foi considerada baixa quando comparamos com os demais estudos.
Considerando que seis dos 50 pacientes ndo realizaram quimioterapia
neoadjuvante, tivemos 44 casos submetidos a avaliacdo da necrose pos
quimioterapia. Todos os casos do presente estudo apresentaram apenas necrose
abaixo de 90%, ou seja, Huvos I e II. Vinte e sete pacientes apresentaram tumores
Huvos I e 17 Huvos II. Por este motivo, decidimos dividir os pacientes apenas em
Huvos I (baixa necrose) e Huvos II (alta necrose). Dos 27 pacientes com necrose
menor ou igual a 50%, nove (33%) mostravam alta expressdao de VEGF. No grupo
com necrose acima de 50%, dos 17 casos, cinco (29%) apresentavam alta
expressao de VEGF (p=0.528). BAJPAI 2009, reporta que em 21 dos 31 casos a
necrose pds quimioterapia foi abaixo de 90%, ou seja, ma resposta. Apenas 10
casos (33%) obtiveram boa resposta a quimioterapia. Ja o estudo de HUANG,
2008, mostra 15 dos 31 casos (48%) com boa resposta a quimioterapia. Ocorre

que, no estudo de HUANG, 2008, assim como na grande maioria dos estudos
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(ABDEEN, 2009, ZHOU, 2009, ROSSI, 2010), a boa resposta ocorre quando a
necrose pos quimioterapia é acima de 90%.

Nao ha explicagdo plausivel para os baixos indices de necrose pos
quimioterapia relatados no presente estudo. Peculiaridades geograficas ou
sociais poderiam ser explicagdes. Contudo, na tese de doutorado de MARINHO,
2009, defendida na Unifesp, dos 50 pacientes incluidos no estudo, houve 24
casos Huvos I, seis casos Huvos II, 10 casos Huvos III e oito casos Huvos IV (em
dois casos ndo havia informacao disponivel). Desta forma, houve 18 casos (36%)
com necrose pos quimioterapia acima de 90%, ou seja, bons respondedores.
Quando MARINHO, 2009, estudou a correlacdo da necrose pés quimioterapia
com a expressdo de VEGF, verificou que dos 30 casos com ma resposta (Huvos I e
I1), nove (30%) apresentaram VEGF elevado. Por outro lado, dos 18 casos com
boa resposta (Huvos IIl e IV), seis apresentavam alta expressio de VEGF
(p=1.000). Ou seja, ndo houve qualquer correlacdo entre o grau de necrose e a

expressao de VEGF.

Para se estudar as variaveis oncoldgicas propriamente ditas, como
recidiva local, sobrevida global e sobrevida livre de doenca, faz-se necessaria a

andlise separada de cada variavel.

Em relacdo a presenca de recidiva local, houve 10 casos (20%) no periodo
de seguimento dos pacientes. Pelas curvas de Kaplan-Meier, ndao houve
correlacdo estatisticamente significante entre a expressao de VEGF e a recidiva
local (p=0.814). Quando analisamos simplesmente a presen¢a ou ndo de recidiva
local através do teste exato de Fisher, sem a variavel tempo, observamos que, dos
10 pacientes que experimentaram recidiva local, trés apresentavam alta
expressao de VEGF (30%). No grupo de 40 pacientes sem recidiva local, 11
apresentavam alta expressaio de VEGF (27%). Nao houve correlacao

estatisticamente significante, com p de 0.717.
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Ao verificarmos a presenca de recidiva local nos estudos semelhantes,
observamos que em muitos deles ndo se faz nem sequer mencao da incidéncia de
recidiva local como variavel (JUNG, 2005, MIZOBUCHI, 2008, ABDEEN, 2009,
MARINHO, 2009). Nos trabalhos em que pudemos observar indices de recidiva
local, obtivemos niimeros parecidos com os do presente estudo. LEE, 1999 e LIN,
2010 observaram os mesmos 20% de recidiva local do atual estudo. ZHOU, 2009,
apresentou 26% de recidiva local, e ROSSI, 2010, obteve 31% de recidiva local.
Apenas dois trabalhos mostraram indices de recidiva local anormalmente baixos:
SULZBACHER, 2002, com 5% (3/57), e EK, 2006 (2), com nenhum caso em 11

pacientes estudados.

Ja em relacdo a sobrevida livre de doenga, o presente estudo mostrou
indice de 70% (35/50). Como foram incluidos apenas casos localizados nas
extremidades, e todos os 10 casos de recidiva local foram manejados
cirurgicamente, geralmente através de cirurgias ablativas, nao houve nenhum
caso vivo com doenc¢a, com recidiva local do tumor. Quando observamos as
curvas de Kaplan-Meier de sobrevida livre de doenga, notamos que nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos de alta e baixa expressao
de VEGF (p=0.314). Contudo, quando comparamos 0s pacientes com metastase a
distancia com os sem evidéncia de doenca pelo teste exato de Fisher, pudemos
observar uma leve tendéncia de os pacientes que evoluiram com metastases a
distancia apresentarem alta expressdo de VEGF. Dos 15 pacientes que evoluiram
com metastases a distancia no seguimento, seis apresentavam alta expressao de
VEGF (40%). Por outro lado, dos 35 pacientes que ndo apresentaram metastases
a distancia, apenas oito mostravam alta expressao de VEGF (23%). Apesar de nao
ter havido significancia estatistica (p=0.185), nota-se uma tendéncia. Todos os
pacientes com metastases a distancia apresentavam metastases pulmonares,
sedo que apenas um deles (caso 34) apresentava também metastase de partes
moles na coxa contralateral (tumor primario no fémur distal esquerdo). Quatro

pacientes dos 15 com metastases pulmonares (27%) foram submetidos a
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resseccdo das metastases pulmonares, sendo um deles submetido a trés

procedimentos.

Finalmente, o atual estudo apresentou 86% (43/50) de sobrevida global.
Dos 50 pacientes iniciais, 15 evoluiram com metastases a distancia (30%) e sete
foram a 6bito (14%). Nao obtivemos correlagdo estatisticamente significante
entre a expressdo de VEGF e o 6bito na andlise das curvas de Kaplan-Meier
(p=0.679). Ao observar o teste exato de Fisher para 6bito versus expressao de
VEGF, notamos que dos sete casos que foram a dbito, trés (43%) apresentavam
alta expressao de VEGF. Ja nos 43 casos que estavam vivos na ultima avaliacao,
apenas 11 apresentavam alta expressao de VEGF (26%). Apesar de notarmos
uma leve tendéncia de que os casos que foram a 6bito tinham maior expressao de
VEGF, ndo houve significancia estatistica (p=0.384). Este fato pode ser explicado
parcialmente pelo fato de que a sobrevida global no nosso estudo foi de 86%, alta
quando comparada aos demais estudos com metodologia semelhante (TABELA
26). Desta forma, como houve poucos Obitos, o poder estatistico diminuiu
sobremaneira, dificultando a obtencdo de significancia estatistica entre os dois
grupos.

Quando comparamos o atual estudo com os demais em termos de
sobrevida global, observamos que o indice de sobrevida global variou bastante,
mais especificamente de 26% (ZHOU, 2009) a 84% (EK, 2006 (1)). Ha
explicacOes para este fendmeno.

No trabalho de ZHOU, 2009, por exemplo, dos 65 pacientes, 28 (43%)
entraram no estudo ja com doenga metastatica. Esta informacao é fundamental
na interpretacao do indice de sobrevida global do referido estudo. O estudo de
ODA, 2006 incluiu apenas pacientes com doeng¢a metastatica pulmonar, ao
contrario do presente estudo, que selecionou apenas pacientes sem metastases a
distancia. Na tese de doutorado de MARINHO, 2009 podemos observar que, dos
50 pacientes incluidos no estudo, 22 ja apresentavam metastase a distancia na

apresentagdo (44%), o que certamente tem que ser levado em considera¢do na
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comparagdo com o atual estudo. Se observarmos apenas os 28 casos nao
metastaticos de MARINHO, 2009, a sobrevida global deste subgrupo foi de 61%,

acima dos 50% da casuistica total do estudo.

Quando analisamos apenas os estudos que utilizam o material das
biépsias, notamos que, dos 15 trabalhos (relatados nas TABELAS 26 e 27), dez
mostram correlacdo positiva entre a alta expressao de VEGF e o mau prognéstico
dos pacientes. Os demais cinco trabalhos, assim como o atual estudo, nao
mostraram significancia estatistica entre a alta expressdao de VEGF e o mau
prognéstico de sobrevida. Desta forma, temos 10 trabalhos que obtiveram
significancia estatistica entre a alta expressao de VEGF no material de bi6épsia e o
pior prognostico dos pacientes, e seis trabalhos que ndo obtiveram tal
correlagdo.

Apesar de o presente estudo estar dentro de uma minoria (seis em 16),
temos que ter uma visao macroscopica da realidade da literatura atual. A visdo
global deste conjunto de trabalhos nos permite inferir que ha, no minimo, uma
tendéncia a se acreditar que a alta expressao de VEGF no tecido tumoral é um
fator de mau progndstico nos pacientes portadores de osteossarcoma.

Certamente seria muito dificil, sendo impossivel, selecionar um ndmero
razoavel de estudos com metodologia igual ou muito semelhante, a fim de se
realizar uma metanalise. Este é o grande empecilho no avango das normatizagoes
de conduta em relacdo aos sarcomas. Por serem neoplasias muito mais raras do
que os carcinomas, mesmo 0s escassos estudos cooperativos ndo apresentam
numero significativo de casos. A randomizacdo torna-se dificil, o que limita em

muito a interpretagdo das conclusdes dos estudos.




TABELA 26: Revisdo da literatura sobre a expressdo do VEGF em material de bidpsia de osteossarcoma. Estudo das

caracteristicas da casuistica: idade média, género e localizagdo anatomica

Primeiro autor e ano de Nimero Idade Género Localizagdo
média Material pesquisado | Correlagdo com mau progndstico
publicacdo de casos (M /F) | anatémica (MS / MI)
(anos)
1-Leeetal, 1999 30 ND ND ND Bidpsia Positiva
2 - Kayaetal, 2000 27 24,9 14 /13 5/21 Bidpsia Positiva
3 - Sulzbacher et al, 2002 57 21 36 /21 4 /49 Bidpsia Negativa
4 - Jung et al, 2005 25 24 20/5 2/22 Bidpsia Positiva
5-Eketal, 2006 (1) 25 26 15 /10 9/8 Biopsia Negativa
6 - Ek et al, 2006 (2) 11 58,3 9/2 8/2 Bidpsia Negativa
7 - Odaetal, 2006 30 15 18 /12 3/26 Bidpsia Positiva
8 - Mizobuchi et al, 2008 48 21 22 /26 5/31 Biopsia Negativa
9 - Huang et al, 2008 31 23 22/9 4 /27 Bidpsia Positiva
10 - Bajpai et al, 2009 31 17 25/6 ND Bidpsia + Tumor Positiva
11 - Zhou et. al,, 2009 65 18,5 35/29 ND Bidpsia Positiva
12 - Abdeen et. al,, 2009 48 22,1 20 /28 8/28 Biopsia + Tumor + Negativa
Metastase
13 - Marinho, 2009 (TD)* 50 15,4 30/20 2/44 Bi6psia Positiva
14 - Rossi et. al,, 2010 16 17,2 12 /4 2/14 Biépsia + Tumor Positiva
15 - Lin et. al., 2010 56 22,4 30/26 ND Biépsia Positiva
Presente estudo 50 16 31/19 8/42 Bidpsia Negativa




TABELA 27: Revisao da literatura sobre a expressao do VEGF em material de biopsia de osteossarcoma. Estudo das variaveis

oncoldgicas: recidiva local, sobrevida global e sobrevida livre de doenca

Primeiro autor e ano de Nimero Recidiva Sobrevida | Sobrevida livre de Material
publicacdo de casos local global doenca pesquisado Correlagdo com mau prognostico
1- Leeetal, 1999 30 20% (6) 37% (11) 30% (9) Bidpsia Positiva
2 - Kayaetal, 2000 27 ND 55% (15) 44% (12) Biopsia Positiva
3 - Sulzbacher et al, 2002 57 5% (3) 77% (44) 65% (37) Bidpsia Negativa
4 - Jung et al, 2005 25 ND 80% (20) 68% (17) Bidpsia Positiva
5-Eketal, 2006 (1) 25 ND 84% (21) 72% (18) Bi6psia Negativa
6 - Eketal, 2006 (2) 11 0% (0) 54% (6) 45% (5) Biopsia Negativa
7 - Oda et al, 2006 30 ND 27% (8) 23% (7) Bidpsia Positiva
8 - Mizobuchi et al, 2008 48 ND ND ND Bidpsia Negativa
9 - Huang et al, 2008 31 ND ND ND Bidpsia Positiva
10 - Bajpai et al, 2009 31 ND ND ND Bidpsia + Tumor Positiva
11 - Zhou et. al., 2009 65 26% (17) 26% (17) ND Bidpsia Positiva
12 - Abdeen et. al,, 2009 48 ND 71% (34) 67% (32) Biopsia + Tumor + Negativa
Metéastase
13 - Marinho, 2009 (TD)* 50 ND 50% (25) 44% (22) Bidpsia Positiva
14 - Rossi et. al.,, 2010 16 31% (5) 69% (11) 56% (9) Bidpsia + Tumor Positiva
15 - Linet. al, 2010 56 20% (11) 45% (25) 45% (25) Biopsia Positiva
Presente estudo 50 20%(10) 86%(43) 70% (35) Biopsia Negativa




Legendas das tabelas 25 e 26:

M: masculino

F: feminino

MS: membro superior
MI: membro inferior
ND: nado descrito

TD: tese de doutorado

*: ndo publicada
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CONSIDERACOES FINAIS

Como foi dito ao final da introducdo, o objetivo do presente estudo foi
estudar a correlacdo entre a expressdo do VEGF e o progndstico dos pacientes
portadores de osteossarcoma de extremidades ndo metastaticos no que se refere
a presenca de recidiva local, a presenca de metastase a distancia e a sobrevida. O
fato de ndo termos obtido, no atual estudo, correlacdo estatisticamente
significante entre a expressdo de VEGF e quaisquer das variaveis oncoldgicas
citadas ndo diminui em nada a importancia dos resultados. Apenas enriquece

mais a literatura pertinente ao assunto, a qual ainda é bastante escassa.

Num futuro préximo, através de um ensaio clinico prospectivo
randomizado para a utilizacio do bevacizumab (Avastin®) em casos de
osteossarcoma, pretendemos avaliar a real eficacia clinica e oncolégica da droga
neste grupo de pacientes. Apesar de sabermos que sera um estudo de médio a
longo prazo devido a raridade desta doenga, s6 assim saberemos realmente se ha
ou nao o beneficio da utilizagdo da droga. E, desta forma, veremos se vamos ou
ndo conseguir subir mais um degrau no tratamento do osteossarcoma, o que

ainda nao foi alcancado desde o estudo de LINK em 1986, ha 24 anos.




CONCLUSAO




CONCLUSAO

A expressao do VEGF nao é fator de prognostico de recidiva local, de
doenca metastatica ou de sobrevida nos osteossarcomas primarios nao

metastaticos do esqueleto apendicular.
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