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RESUMO

Curcelli EC. Prognoéstico em osteossarcoma: analise clinica, epidemiologica,
histopatologica e imuno-histoquimica [Thesis — Doutorado]. Botucatu:

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista; 2008.

Em 69 pacientes com diagnéstico de osteossarcoma 0sseo, primario e
secundario, submetidos a tratamento no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, Unesp (Botucatu - SP) e no Hospital Amaral Carvalho
(Jau - SP), no periodo de 1990 a 2004, foi verificada a possivel associac¢io
entre prognoéstico e fatores clinicos, epidemioldgicos, histopatologicos e
imuno—histoquimicos. Os pacientes foram submetidos a diferentes protocolos
de tratamento e, na maioria das pecas de resseccio tumoral, procedeu—-se a
quantificacdo do efeito quimioterdpico neo—adjuvante de acordo com oS
critérios preconizados por Huvos (1991). Os dados foram coletados dos
prontuarios hospitalares e nas amostras da biopsia 0ssea, realizada pré-
tratamento, foi verificada a ocorréncia de apoptose e da expressido da
proteina p53, pelo método imuno-histoquimico (Tunel e ABC). Os resultados
foram submetidos a analise univariada de sobrevida com constru¢io de curvas
de Kaplan—-Meier. As associag¢des entre procedimento cirurgico e grau de
necrose e, entre recidiva e grau de necrose, foram analisadas pelo Teste de
Goodman (Goodman, 1964,1965). Foi constatado que as variaveis, idade, sexo,
classificacido histologica e localizacio do tumor, ndo apresentaram associacio
com prognostico; pacientes com tumores estadio III apresentam pior
prognostico. Abandono de tratamento estd associado a pior prognoéstico e
relacionado a evolucdo clinica insatisfatéria; cirurgia de amputacdo foi
indicador indireto de mau prognostico, pois foi realizada em pacientes com
tumores avancados ou que ndo responderam ao tratamento quimioterapico
neo—adjuvante; complicacdes, sobretudo recidiva local, estdo relacionadas a

mau prognostico e necrose pods—quimioterapia apresentou associacio



Resumo

significativa com sobrevida. Houve ocorréncia de apoptose e expressio da
proteina pb3 mutante nas fases inicials do osteossarcoma, porém sem

assoclacido com prognostico.

Palavras—-chave: osteosarcoma; progndéstico; evolucido clinica; epidemiologia;

patologia; imunoistoquimica.
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ABSTRACT

Curcelli EC. Prognostico em osteossarcoma: andlise clinica, epidemiologica,
histopatologica e imuno-histoquimica [Thesis — Doutorado]. Botucatu:

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista; 2008.

A possible association between prognosis and clinical, epidemiological,
histopathological, and immunohistochemical factors was evaluated in 69
patients with confirmed diagnosis of primary and secondary bone
osteosarcoma treated in the University Hospital of Botucatu Medical School,
School of Medicine University Hospital, Unesp (Botucatu, SP, Brazil) and in
Amaral Carvalho Hospital (Jaa, SP, Brazil), from 1990 to 2004. Patients were
treated by differents treatment protocols and in the majority of resected
tumour samples the effects of neoadjuvant chemotherapy were analyzed using
Huvos criteria (1991). Data were collected from medical records and in pre-
treatment bone biopsies, apoptosis and p53 protein expression were evaluated
by immunohistochemistry (Tunel and ABC). The results were submitted to
univariantate analysis and global survival analyzed by Kaplan-Meier survival
curves. Association between surgical procedure and necrosislevel or relapse
was tested using Goodman test for differences between and in multinomial
populations (Goodman, 1964, 1965). No association was found between
prognosis and age, gender, tissue predominance and tumour location; patients
with stage I tumours presented worse prognosis. Treatment whitdrawal

implied in worse prognosis, as a consequence of unsatisfactory clinical
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evolution; amputation was an indirected factor of bad prognosis as a possible
consequence of its indication for patients with advanced tumours or for those
without response to neoadjuvant chemotherapy. Complications, especially
local relapse, were related to bad prognosis; while post chemotherapy
necrosis had a statistically significant association with survival. There was
apoptosis and mutant protein pb3 expression that initial phases of

osteosarcoma, but without any association with prognosis.

Keywords: osteosarcoma; prognosis; clinical evolution; epidemiology;

pathology; immunohistochemistry.
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1 INTRODUGAO*

Pode-se considerar que existe consenso acerca dos avancos
obtidos no tratamento dos pacientes portadores de osteossarcoma.

As novas propostas terapéuticas e técnicas diagnoésticas aliadas a
abordagem multidisciplinar contribuiram para elevar a sobrevida da maioria
dos pacientes com osteossarcoma. A associacio entre quimioterapia adjuvante
e cirurgia tornou possivel o controle sistémico da doenca e a excisio
completa do tumor primario, muitas vezes sem necessidade de amputacio.

Contudo, um terco dos pacientes portadores de osteossarcoma nio
usufruirdo desses beneficios. Em geral, sdo pacientes que, no decorrer do
tratamento, apresentardo baixo indice de necrose tumoral em decorréncia do
tratamento quimioterapico, alto risco de recaida da doenca e, inevitavelmente,
curta sobrevida. Da mesma forma, os pacientes que apresentam metastases ao
diagnostico, permanecem com perspectiva clinica adversa (Ferguson &
Goorin, 2001; Wang, 2005).

Em 1992, Meyers et al. alertavam para a necessidade de se
aumentar o numero de pacientes com resposta favoravel, identificando os que
poderiam ter resposta desfavoravel e, para esses, buscar novas estratégias de
tratamento.

Ham et al. (1998) reconheceram que o progresso inicial do
tratamento do osteossarcoma baseado na atua¢ido multiprofissional aumentava

a possibilidade de sobrevida e a taxa de cirurgia conservadora. No entanto,

* Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu —
Unesp, parecer 128 /2004-CEP, de 05 de abril de 2004.
Projeto parcialmente financiado pela Fundunesp.
Regras de nomenclatura genética adotadas:
HUGO Gene Nomenclature Committee. [updated March 2007]; cited 26 Apr 2008. Available
from: http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature.
Splendore A. Para que existem as regras de nomenclatura genética. Rev Bras Hematol
Hematoter. 2005; 27,148-52.
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mais de 40% dos pacientes ainda poderiam morrer com doenca metastastica, a
despeito do regime terapéutico. Para esses pacientes, propuseram a busca de
novas abordagens terapéuticas e indicadores de progndéstico.

Para Wunder et al. (2005), embora a evolucido dos pacientes com
osteossarcoma tenha apresentado significativa melhora nas duas ultimas
décadas, ainda ndo foi possivel diminuir o nimero de pacientes que ndo
respondem ao tratamento. E necessario, ainda, desenvolver novas estratégias
terapéuticas e identificar no momento do diagnostico, os pacientes que
potencialmente responderio de modo desfavoravel, submetendo-os a
propostas terapéuticas diferenciadas.

A apoptose, ou morte celular programada, tem participac¢io
importante no desenvolvimento tumoral, determinando crescimento e
agressividade (Shibata & Matsubara, 2001; Kelly et al., 2003; Pereira et al.,
2003). Para Basu et al. (2006) inibicdo da apoptose pode constituir aspecto
comum a todas as neoplasias, influenciando inicio, progressio e curso clinico.

Grande numero de estudos sobre apoptose busca elucidar o papel da
morte celular programada na oncogénese e no tratamento do cancer (Jia et al.,
2004). Pesquisas nesse campo tém sido realizadas com freqiiéncia e o indice
de apoptose tem sido reportado como indicador de prognostico para VAarios
tumores, sobretudo carcinomas (Shibata & Matsubara, 2001; Kelly et al.,
2003; Pereira, et al., 2003).

O gene supressor 7P55 parece ter importante funcio no controle do
ciclo celular, manutencio da estabilidade gendmica, diferenciacio celular e
apoptose. A mutacdo do gene 7755 e a expressdo da proteina pb3 tém sido
relacionadas a multiplos aspectos na maioria das neoplasias (Jia et al., 2004).

Para Wunder et al. (2005), o gene supressor de tumor 7753 e a
proteina pb3 seriam possivels candidatos a marcadores de prognostico de
osteossarcomas. Grande variedade de tumores, inclusive o osteossarcoma,
desenvolve—se na deficiéncia do 77F7553, considerado um dos genes mais

freqiientemente mutado em neoplasias humanas. Em uma grande variedade de
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tumores, a mutacio do gene 7753 ou a expressdo da proteina pb53 sdo
preditivos de feno6tipo tumoral mais agressivo e de pior curso clinico.

Grandes esforcos tém sido despendidos no delineamento de
aspectos moleculares da carcinogénese (Fuchs & Pritchard, 2002). Os ultimos
avancos, na area da biologia molecular, tém contribuido com valiosas
informac¢des acerca dos mecanismos envolvidos no processo tumoral,
permitindo a compreensio, cada vez mais detalhada, das inimeras interacdes
entre oS processos que contribuem com a patogénese dos tumores (Fett—
Conte & Salles, 2002).

Para Fuchs & Pritchard (2002), o melhor entendimento dos eventos
moleculares nos tumores poderd resultar em diagnésticos mais acurados,
melhores terapias e projetar prognosticos.

Portanto, considera—-se que ampliar o conhecimento e aplicag¢do da
biologia molecular pode contribuir para melhorar a compreensido da biologia
do osteossarcoma, e propiciar diagnostico precoce, identificar maus
respondedores e, sobretudo, permitir op¢des terapéuticas mais racionais e
efetivas, que aumentem a sobrevida dos pacientes (Hansen, 1991; Wang,

2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A busca pela identificacio de fatores que possam apontar, ao
diagnoéstico e com precisio, a resposta terapéutica e sobrevida dos pacientes
portadores de osteossarcoma tem sido incessante. Presumir a agressividade
tumoral, capacidade de invasio tecidual, probabilidade de recidiva, propensio
ao desenvolvimento de metastases e resposta ao tratamento, poderd ser
valioso expediente na escolha da proposta terapéutica.

Mankin et al. (2004) consideraram impossivel definir um tnico fator
que possa predizer a evoluc¢do dos portadores de osteossarcoma e sugeriram
que pacientes com menos de vinte anos de idade, com lesdo de pequena
dimens3o, localizada abaixo do joelho ou do cotovelo, estadio I ou II, com 90%
ou mais de necrose tumoral apés a quimioterapia neo—adjuvante,
provavelmente, apresentardo sobrevida longa. Por sua vez, pacientes com
idade mais avancada, com grandes lesdes, estadio II ou III, localizadas em
regido pélvica, fémur ou imero proximal e resposta a quimioterapia menor que
90%, apresentariam alto risco de desenvolvimento de metistases e 6bito em
trés anos. Os pacientes com recorréncia local ou com metastases ao
diagnoéstico teriam prognostico ruim.

As conclusdes de Mankin et al. (2004) assemelham-se ao indice de
prognostico, proposto por Taylor et al. (1985), que adotaram como
indicadores desfavoraveis: idade menor que dez anos, sexo masculino,
tumores maiores que 15 c¢m, predominincia histologica o6steo ou
condrobléstica, duracdo dos sintomas igual ou inferior a dois meses e
envolvimento do fémur ou umero. Os pacientes com cinco ou seis desses
indicadores teriam baixa sobrevida. Em contraste, os pacientes com apenas
uma ou duas dessas caracteristicas apresentariam boa evolucio clinica.

Apesar da grande quantidade de publica¢des que apontam, sugerem
ou discutem a associac¢ido entre varios fatores e prognostico, atualmente, nio

h4d um unico fator ou combinacdo de fatores que possa, acuradamente,
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predizer quais pacientes apresentario boa resposta ao tratamento e,
conseqgilentemente, maior sobrevida (Wunder et al., 2000; Kubista et al.,
2004).

Os fatores mais freqiientemente investigados, como preditivos de
prognostico, nos pacientes portadores de osteossarcoma, sio comentados a

seguir.

2.1 Idade

De acordo com Huvos (1991), 60% dos pacientes com
osteossarcoma se situam na faixa etdria abaixo de 21 anos. No estudo de
Fechner & Mills (1993), 85% deles tinham menos de trinta anos, com 60%
entre dez a vinte anos. Varan et al. (2007), encontraram média de idade de
13,3 anos. Petrilli (2005) encontrou 70,7% dos pacientes entre dez e 18 anos,
16,9% com idade menor que dez anos e 12,4% maiores que 18 anos. Uribe-
Botero et al. (1977), relataram maior incidéncia do tumor na segunda década
de vida, com 76,5% dos casos ocorrendo em pacientes menores que 25 anos.

Meyers et al. (1992), Pochanugool et al. (1997) e Tomer et al.
(1999) nio identificaram relacdo entre idade do paciente e intervalo livre de
doenca.

Rytting et al. (2000) ndo identificaram diferenca estatisticamente
significante ao compararem intervalo livre de doenc¢a e sobrevida de pacientes
pré—adolescentes com os de faixas etarias mais altas.

Entretanto, para Taylor et al. (1985), a ocorréncia da doenga em
pacientes com idade menor que dez anos, indica prognostico desfavoravel.
Serra et al. (2003) demonstraram ser, significativamente mais alta, a
incidéncia de recorréncia e de pior resultados nos pacientes com idade menor
que 12 anos. Para Bacci et al. (2006b), idade inferior a 14 anos estaria
relacionada a pior prognoéstico, em pacientes portadores de osteossarcoma de

extremidades e de alto grau.
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Huvos (1986) relatou que pacientes com idade acima de sessenta
anos tém pior prognoéstico, enquanto Bentzen et al. (1988) identificaram que o
aumento da idade piorava o prognoéstico. Para Mankin et al. (2004), os
pacientes mais 1dosos tém menor taxa de sobrevida, sobretudo, aqueles acima
de 55 anos.

Para Meyers et al. (1992), Bentzen et al. (1988) e Szendroi et al.
(2000), os fatores determinantes de pior prognoéstico, encontrados nos
pacientes maiores de trinta anos, tém relacdo com a tendéncia em apresentar
tumores localizados no esqueleto axial, maior intolerancia as drogas e menor
adesdo ao tratamento.

Para Grimer et al. (2003), pacientes com mais de quarenta anos
portadores de osteossarcomas, podem ser curados pelo tratamento intensivo
com quimioterapia e cirurgia. Entretanto, Okada et al. (2004), ao analisarem
64 casos de osteossarcoma, em pacientes acima de cingilenta anos,
concluiram que o tratamento quimioterapico ndo é efetivo para esse grupo e
sugeriram novas estratégias terapéuticas.

Bacci et al. (2005a), em amplo estudo com 1.136 pacientes
portadores de osteossarcoma de alto grau e tratados com o mesmo protocolo
de quimioterapia observaram em 317 pacientes pré-adolescentes e 819
adultos, que a sobrevida, o intervalo livre de doenca ap6s cinco anos, a taxa
de amputacio, o tempo de aparecimento e localizacio das primeiras
metistases e o grau de necrose induzida pela quimioterapia foram
semelhantes e concluiram que nido ha necessidade de se aplicar diferentes

tratamentos nesses dois grupos.

2.2 Sexo

A maioria dos pacientes portadores de osteossarcoma ¢ do sexo
masculino. De acordo com Huvos (1991), na série reportada no Memorial

Sloan—-Kettering Cancer Center a proporcido é de 1,3 pacientes do sexo
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masculino para um do sexo feminino e na Clinica Mayo, de 1,6: 1. Klein et al.
(1989) encontraram relacido de 1,6: 1 e Mankin et al. (2004), 1,15: 1.

Scranton et al. (1975), Taylor et al. (1985), Petrilli et al. (1991) e
Ger et al. (1993) relataram maior sobrevida nos pacientes do sexo feminino.
Contudo para Mevyers et al. (1992), Szendroi et al. (2000), Mankin et al. (2004)
e Bacci et al. (2006b), o sexo do paciente nio teria valor prognostico para os

portadores de osteossarcoma.

2.3 Localizacdo do tumor

Os osteossarcomas localizam-se, mais freqiientemente, nas regides
metafisaria distal do fémur e metafisaria proximal da tibia. Os ossos longos
sdo os mais acometidos, sendo mais freqiientes no fémur, tibia, imero e fibula
(Uribe-Botero et al., 1977; Schajowics, 1982; Huvos, 1991; Marina et al.,
2004).

H4 controvérsia acerca da relacido entre localizacido e prognéstico
em tumores de extremidades. Para Davis et al. (1994), Pochanugool et al.
(1997), Tomer et al. (1999), Rytting et al. (2000), Ferrari et al. (2001) e Bacci
et al. (2006b), ndo ha associacdo entre sitio tumoral e sobrevida nos pacientes
portadores de osteossarcoma de extremidades e de alto grau.

Segundo Taylor et al. (1985), o envolvimento do fémur ou do
umero é indicador de prognoéstico desfavoravel, enquanto para Goorin et al.
(1987), os tumores localizados no tmero proximal tém pior prognoéstico. Ja
Glasser & Lane (1991) relataram que as lesdes umerais tém maior
probabilidade de melhor sobrevida, e no estudo conduzido por Link et al.
(1991), os pacientes com tumores primarios localizados na tibia apresentaram
prognostico mais favoravel.

Para Glasser et al. (1992), os tumores localizados no fémur

proximal tém risco de recorréncia local trés vezes maior que os de localizagio
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distal e, portanto, pior prognostico e para Szendroi et al. (2000), a localizacio
distal dos tumores ¢ fator de progndéstico positivo.

A localizacdo no esqueleto axial é pouco freqiiente, mas associada
a pior prognostico (Bentzen et al. 1988; Meyers et al., 1992; Mankin et al.,
2004; Saab et al., 2005). De acordo com Ham et al. (1998), isso ocorreria em
decorréncia da dificuldade na abordagem cirtrgica, pois, na maioria dos casos,
sdo tumores de maior dimensio, com margens de ressecc¢io exiguas ou até
mesmo irressecaveis.

Para Saeter et al. (1997), o pior prognodstico dos pacientes com
tumores localizados no esqueleto axial é conseqiiéncia da menor possibilidade
da adequada resseccido cirurgica e de incidirem mais em paclientes 1dosos,
com baixa resposta a4 quimioterapia.

Para Matsuo et al. (2005), pacientes com tumor localizado no sacro

tém pior prognostico.

2.4 Dimensio

A dimensio do tumor é considerada importante fator prognostico
(Taylor et al., 1985; Petrilli et al., 1991; Davis et al., 1994; Szendroi et al.,
2000; Bacci et al., 2006b; Petrilli et al., 2006). Para Simon (1978) quanto
menor o tumor, melhor o prognostico.

Bieling et al. (1996) avaliaram radiografias Iniciais da regifo
tumoral de 128 pacientes. Dos pacientes que apresentavam tumores menores
que 150 cm®, apenas 8% desenvolveram metastases, e em pacientes com
tumores maiores, a taxa de recidiva foi superior a 40%.

Kaste et al. (2004) analisaram o valor preditivo da dimensio
tumoral, mensurada por meio de imagens de ressonancia magnética, obtidas
na ocasido do diagnostico. Concluiram que a dimensdo tumoral é indicativa de
prognostico e pode discriminar grupos de maior risco para adog¢do de

propostas diferenciadas de tratamento.
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Serra et al. (2003) mostraram que a incidéncia de recorréncia e de
pior resultado terapéutico é significativamente mais alta nos pacientes com
volume tumoral maior que 150ml, ao diagnostico.

Tumores maiores provavelmente tém maior tempo de evolucio ou
crescem mais rapidamente, indicando maior agressividade, o que pode
interferir no prognoéstico. Ndao hd, no entanto, consenso acerca de parametros
para se estabelecer a partir de qual dimensio tumoral, o paciente tera melhor
ou pior prognoéstico, porque os métodos de afericdo nido sido uniformes. Da
mesma maneira, entre tumores do mesmo tamanho, ndo é possivel predizer

quais terido curso clinico favoravel ou desfavoravel.

2.5 Classificacio

Sob a denominacio de osteossarcoma, inclui—se amplo espectro de
lesdes com aspectos clinicos, anatomopatologicos e comportamento biolégico
distintos.

Quanto a localizacdo no o0sso, 0s osteossarcomas podem ser
classificados em centrais e periféricos (Schajowicz, 1993).

Os osteossarcomas centrais sio mais comuns, representando mais
de 90% dos osteossarcomas (Fechner & Mills, 1993; Damron et al. 2007).
Exibem diferentes aspectos, macroscopicos e microscopicos, em razdo da
destruicio 6ssea e da formacdo 6ssea reativa, central e extra—esquelética.
Concomitante, apresentam multiplos estddios de diferenciacido das células
tumorais que pela capacidade multipotencial podem produzir diferentes
tecidos (Schajowicz, 1982).

Os tipos histologicos dos osteossarcomas centrais sio:
osteoblastico, condroblastico, fibroblastico, telangectasico, de pequenas
células e intra—6sseo bem diferenciado (Schajowicz, 1993).

No tipo osteoblastico, a matriz predominante é o tecido 6sseo ou

ostedide. No condroblastico, cartilagem hialina ocorre em grande quantidade
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concomitante a elementos ndo condroéides. O osteossarcoma fibroblastico é
formado por células fusiformes malignas acompanhadas de matriz 6ssea, com
ou sem cartilagem (Raymond et al., 2002).

Embora o tumor com predominincia osteoblastica seja referido na
maioria dos trabalhos como o mais freqiiente, a incidéncia ¢ variavel,
provavelmente em fun¢do da existéncia de critérios diagnoésticos diferentes.

Segundo Raymond et al. (2002), o tipo osteoblastico representa
cerca de 50% dos casos, enquanto o condroblastico e o fibroblastico
representam os outros 50%, ambos com 25%.

Petrilli (2005) encontrou 81,3% dos pacientes com tumores de
predominancia osteoblastica, 11,6%, condrobléstica e 3,3%, fibroblastica.

Varan et al. (2007) analisaram 69 tumores, dos quais, 67 (97,1%)
eram centrais, sendo 57 do tipo osteoblastico (85%), quatro eram do tipo
condrobldstico e um, fibroblastico, representando 59% e 1,4%,
respectivamente.

Uribe-Botero et al. (1977), encontraram 77% de tumores com
predominancia osteoblastica, 13%, fibroblastica e 9%, condroblastica.

O osteossarcoma telangectisico é caracterizado por numerosos
espacos preenchidos por sangue, separados por septos fibrosos. E altamente
anaplasico com minima quantidade de tecido osteoide. E raro e representa de
1% a 5% de todos os osteossarcomas (Huvos, 1991; Fechner & Mills, 1993;
Raymond et al., 2002). Apresenta, como caracteristica, alta incidéncia de
fraturas patologicas, documentadas em cerca de 25% dos casos (Raymond et
al., 2002).

Na literatura, relata—se que a incidéncia do tumor de células
redondas ou, como também ¢é denominado, osteossarcoma de pequenas
células, varia de 1% a 4%, em relacio a todos os osteossarcomas (Fechner &
Mills, 1993, Kalil & Bridge, 2002, Varan et al., 2007). E constituido por
pequenas células malignas, semelhantes as encontradas no sarcoma de Ewing

e no linfoma. A producio osteo6ide pelas células neoplasicas, apesar de focal, é
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sempre presente (Fechner & Mills, 1993). Bertoni et al. (1989) e Sim et al.
(1979) consideraram que os tumores de células redondas tém pior prognostico
que 0s osteossarcomas convencionais. Entretanto, para Ayala et al. (1989), o
prognostico é semelhante ou apenas discretamente pior.

O osteossarcoma intra—6sseo bem diferenciado compreende menos
de 1% de todos os osteossarcomas e cursa com bom prognoéstico (Huvos,
1991; Fechner & Mills, 1993; Wold et al., 2002; Damron et al., 2007).

Para Pochanugool et al. (1997), Tomer et al. (1999), Rytting et al.
(2000), Bacci et al. (2006b), a divisdo dos osteossarcomas de alto grau, de
acordo com a predominancia histologica, ndo ¢ util como indicador de
prognostico. Segundo Marina et al. (2004), ndo ha evidéncia de diferencga no
comportamento clinico, baseada no tipo histoloégico.

Schajowicz (1982) afirmou que, na maioria dos osteossarcomas,
com excecdo dos tumores francamente esclerosos, os aspectos macro e
microscopicos sdo tdo variaveis que, as vezes, ¢ impossivel determinar o
tecido predominante; prefere nio adotar tal divisdo considerando-—a inutil,
inclusive, para prognostico.

Entretanto, alguns autores relataram diferencas de prognostico em
funcdo da classificacido histolégica do tumor. Para Taylor et al. (1985), a
predominancia osteobldstica ou condroblastica, indicaria prognéstico
desfavoravel. Da mesma maneira, Goorin et al. (1987) encontraram evolucio
clinica mais favordvel nos pacientes com tumores cuja predominancia
histolégica ndo era constituida por células osteoblasticas. Bentzen et al.
(1998) reportaram melhor evolucdo clinica nos tumores fibroblasticos,
enquanto Szendroi et al. (2000) afirmaram que tumores com menos de 20% de
substancia cartilaginosa tém melhor prognoéstico. Para Bacci et al. (1998b), os
tumores condrobléasticos sdo menos sensivels ao tratamento quimioterapico.

Os tumores periféricos sdo classificados em paraostal, periostal e

de alto grau de superficie, sendo mais raros que os centrais.
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O osteossarcoma paraostal ¢é o tipo mais comum dos
osteossarcomas de superficie (Unni & Knuutila, 2002; Damron et al., 2007),
caracterizando—se por situar—-se na superficie externa do osso e pelo alto
grau de diferenciac¢do. Acomete mais freqiientemente individuos com média de
idade maior que a dos pacientes com osteossarcoma convencional. O
tratamento é a ablagdo cirtrgica do tumor, sem necessidade de quimioterapia,
com taxa de sobrevida em cinco anos entre 70% a 91% (Okada et al. 1994).

O osteossarcoma periostal é de predominancia condrobléstica, grau
intermediario e acomete a superficie 6ssea, com predilecido pela diafise dos
0ssos longos. A tibia é o osso mais acometido, seguido pelo fémur e umero.
Representa menos de 2% de todos os osteossarcomas (Klein et al., 1989;
Schajowicz, 1993; Ayala & Czerniak, 2002; Damron et al., 2007), e é mais
freqiiente em pacientes com média de idade discretamente maior que aqueles
com osteossarcoma convencional e mais baixa que aqueles com paraostal.

Os osteossarcomas dos tipos paraostal e periostal tém melhor
prognostico que o centrais de alto grau (Klein et al., 1989; Huvos, 1991;
Fechner & Mills, 1993; Schajowicz, 1993; Ayala & Czerniak, 2002; Uni &
Knuutila, 2002). O osteossarcoma de alto grau de superficie, pouco comum,
tem o mesmo prognostico que os osteossarcomas convencionais (Wold et al.,
1984).

Osteossarcomas secundarios sio aqueles que se desenvolvem em
ossos com anormalidades pré-existentes tais como doenca de Paget,
irradiacio e outras lesdes (Malawer et al., 1989). Tém aspecto histolégico
semelhante ao do osteossarcoma convencional e sido de pior prognoéstico
(Klein et al., 1989; Forest et al., 2002). Segundo Forest el al. (2002), a
incidéncia de osteossarcoma secundario a radioterapia corresponde a 3,4% a
5,5% de todos os osteossarcomas, enquanto alteragdes sarcomatosas na
doenca de Paget ocorrem em 0,7 a 0,9% dos pacientes. Damron et al. (2007)
identificaram 1,7% de incidéncia de osteossarcoma secundario, em pacientes

com essa doenca.
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2.6 Estadiamento

Os sistemas de estadiamento sdo importantes para o planejamento
terapéutico, possibilitam comparacdo entre os diferentes métodos de
tratamento e facilitam a troca de informac¢do entre os diversos centros
(Eckhardt, 1993).

O sistema mais aceito é o proposto por Enneking e adotado desde
1980 pela Musculoskeletal Tumor Society (Enneking, 1983) e pelo American
Joint Commitee for Cancer Staging and End Results Reporting (Heare et al.
1989; Dorfman et al., 2002).

Esse sistema considera trés caracteristicas representadas por
letras: G, para a graduacdo histologica; T, para a sede anatdémica; e M, para a
presenca ou auséncia de metdstases. Possui trés niveis designados pelos
numerais romanos [, II e I, subdivididos em A, para tumores
intracompartimentais e B, extracompartimentais.

De acordo com Heare et al. (1989), dos pacientes com lesio
tumoral maligna do sistema musculo—esquelético, aproximadamente, 30%
apresentam, ao diagnostico, tumor no estadio I, 60%, no estadio II e 10%, no
estadio III. Os mais freqiientes, no estadio I, sdo os intracompartimentais
(66%), enquanto que, no estadio II, sdo os extracompartimentais (90%).

Pacientes portadores de osteossarcoma no estadio III (doenca
metastatica), ao diagnostico, tem pior prognostico o que, para muitos autores,
justifica o uso de modalidades terapéuticas mais agressivas (Bacci et al.,
1998a, 2000; Wunder et al., 2000; Patifio—Garcia et al., 2003; Mankin et al.,
2004; Rech et al., 2004; Mialou et al., 2005; McTiernan et al., 2006; Petrilli et
al., 2006). Quando o osteossarcoma se torna metastatico, os pulmdes sio 0s
locais mais freqgiientemente acometidos (Lane et al., 1986).

Marina et al. (1992) reportaram que a probabilidade de sobrevida

em trés anos seria de 50% e em quatro anos de 30% nas criancas portadoras
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de osteossarcoma com metastases pulmonares ao diagnostico. Meyers et al.
(1993) relataram que, em 62 pacientes portadores de osteossarcoma
metastatico ao diagnostico, apenas 11% tiveram sobrevida de vinte meses. Ja
em estudo conduzido por Bacci et al. (1997), apos seguimento médio de 30
meses, 55% dos pacientes mantiveram-se livres de doenca apos o tratamento.

Metastases 6sseas e comprometimento de linfonodos no momento
do diagnostico sdo raros e relacionados a pior prognostico (Schajowicz, 1982;
Huvos, 1991; Ferguson & Goorin, 2001; Del Prever et al., 2005). Kaste et al.
(1999) encontraram apenas 0,5% de metastases 6sseas e Tobias et al. (1985)
encontraram metastases em linfonodos, em 2,3 % dos casos, com média de
sobrevida de 8,5 meses.

As metdstases saltatérias sido focos de osteossarcoma separados
do foco primario, normalmente em local proximal a lesdo priméaria. A
ocorréncia ¢ relatada entre 1,4% a 6,5% (Sajadi et al. 2004; Kager et al.,
2006;). Sdo relacionadas ao aumento de recorréncia local e metastases
pulmonares (Enneking & Kagan, 1975). Wuisman & Enneking (1990)
encontraram taxa de sobrevida desses pacientes semelhante aqueles com
estadio IIB ao diagnostico. Para Leavey et al. (2003), as metastases
saltatorias sdo raras e indicam prognéstico adverso.

Com o estadiamento ¢é possivel estabelecer dois grupos de
pacientes com prognoésticos diferentes. Os pacientes com tumores
classificados como I, bem diferenciados, tém melhor prognoéstico e o0s
pacientes com tumores classificados como III, metastaticos, pior prognostico.
No entanto, para a maioria dos pacientes com tumores classificados como II,
nio ¢ possivel predizer o prognostico, o que limita a aplicacdo do sistema de

estadiamento como fator progndéstico.
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2.7 Tratamento

2.7.1 Quimioterapia

O sucesso do tratamento do osteossarcoma requer o uso de
tratamento quimioterapico sistémico (Marina et al., 2004).

Foi com a introducio de agentes quimioterapicos mais efetivos, a
partir de 1970, que se obteve crescentes aumentos de tempo livre de doenca
e da taxa de sobrevida (Rosen et al., 1982; Petrilli, 1988; Ham et al., 1998).

Em estudo de Uribe-Botero et al. (1977) com 243 pacientes com
diagnoéstico de osteossarcoma tratados somente com amputacgio, entre 1950 e
1974, a sobrevida, em cinco anos, foi de, apenas, 13%. A maioria dos
pacientes falecia em razdo de metéstases pulmonares com menos de dois anos
de diagnéstico, o que sugere que 80% dos pacientes, provavelmente,
apresentavam metastases ndo detectadas ao diagnoéstico. Constatou—se que,
embora a cirurgia radical e precoce fosse efetiva para o controle local da
doenca, ndo se mostrava suficiente em termos de sobrevida.

O grande avanco nos tratamentos propostos fol a introducido do
conceito de administracio de quimioterapia antes da cirurgia do tumor
primario, iniciado por Rosen et al., em 1976. Nesse estudo os pacientes que
receberam a quimioterapia pré-operatoria apresentaram reducio da massa
tumoral, o que facilitou a ressecc¢ido do tumor com a preserva¢cio do membro
acometido.

A quimioterapia pré-operatéria ou neo—adjuvante possibilitou a
agressio precoce a possiveis focos de doenca microscopica e, por meio da
analise do grau de necrose na peca ressecada, avaliar o efeito das drogas
quimioterdpicas utilizadas. Estid também associada ao aumento do nimero de
cirurgias com preservacio do membro acometido e a correspondente
diminuicdo de amputacdes (Camargo & Caiero, 2002; Croci, 2002, Petrilli,
2006).
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A quimioterapia pré—-operatoria tornou—-se o tratamento de escolha
para os pacientes portadores de osteossarcoma (Marina et al., 2004). Porém,
de acordo com Wunder et al. (2005), apesar da significativa melhora do
prognostico ocorrido nas duas ultimas décadas, recentemente, nio foram

obtidos grandes avancos.

2.7.2 Cirurgia do tumor primario

A cirurgia ainda é o método mais efetivo para o controle local do
tumor porque, de maneira geral, o tratamento radioteripico é pouco eficaz
(Petrilli, 2005).

Jaffe et al. (2002), apo6s analisarem a evolucdo de pacientes
portadores de osteossarcoma localizado, que receberam somente tratamento
quimioterapico, e compara—la com pacientes submetidos a amputacdo somada
a quimioterapia, concluiram que quimioterapia isoladamente ¢ ineficaz no
controle do tumor primario. Em resumo, somente 10% dos pacientes
obtiveram cura com a quimioterapia isolada, enquanto o tratamento cirargico
associado a quimioterapia, alcancou taxas de 50% a 65%. Concluiram que nio
se justifica a opcdo pela quimioterapia exclusiva.

O tratamento cirturgico dos tumores 0sseos malignos envolve
variados e complexos aspectos (Marina et al., 2004). Para obtencio do
controle local da doenca é preciso que a ressecc¢do do tumor seja realizada
sem violacio das margens, o que implica em completa remocio do tumor,
inclusive da cicatriz da biopsia, envolto em camada de tecido normal e nio
violado durante a resseccdo. Dependendo da localizacio, tamanho, relacio
com as estruturas anatomicas vizinhas e invasido tumoral, o controle local
pode ser obtido com o0s procedimentos cirirgicos que preservam o membro
acometido ou por intermédio da amputacio (Garcia Filho, 2002b,c).

Historicamente, a amputacdo e a desarticulacio do membro

acometido eram os procedimentos mais utilizados para o controle local do
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tumor (Garcia Filho, 2002b,c). Atualmente, a op¢do pela cirurgia de amputacio
¢ feita nos casos de tumores muito avang¢ados, geralmente de grande volume,
ou que cresceram em vigéncia do tratamento quimioterapico.

Nas ultimas décadas, com a introducdo da quimioterapia neo-—
adjuvante, avancos no diagnoéstico por imagem, aperfeicoamento do material
de implante e criacdo dos bancos de ossos, houve significativo avang¢o no
tratamento cirargico dos tumores 06sseos, com predominio das cirurgias para a
ressec¢iao do tumor com preservacdo do membro acometido, as chamadas
cirurgias conservadoras, sem comprometimento da sobrevida dos pacientes

(Consentino, 2002; Garcia Filho, 2002b,c; Marina et al., 2004).

2.8 Resposta histologica a quimioterapia pré—operatoéria

Embora a resposta ao tratamento quimioterdpico pré—-operatorio
possa ser avaliada por critérios clinicos, pela ressondncia magnética ou por
radiois6topos, a avaliacdo histoldégica é considerada o método mais preciso
(Huvos, 1991).

O sistema de gradacido da resposta histoldgica foi introduzido como
proposta de avaliacdo da extensido da destruicdo tumoral resultante da
quimioterapia pré-operatoria. Além de ser indicador de prognoéstico, torna
possivel a comparacido e a andlise objetiva dos resultados dos tratamentos em
diferentes instituicdoes (Huvos et al. 1977; Rosen et al. 1979, 1982).

O método baseia—-se na identificacdo e quantificacdo das células
tumorais necroticas, na peca de resseccdo, decorrentes do tratamento
quimioterapico. Varios critérios de avaliacdo sido utilizados, como os propostos
por Huvos (Rosen et al., 1976, 1979, 1982; Huvos, 1991), Ayala (Ayala et al.,
1984; Raymond et al., 1987) e Picci et al. (1985).

Huvos dividiu a resposta ao tratamento em quatro graus, sendo:

grau I, pouco ou nenhum efeito quimioterapico; grau II, resposta parcial com
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dreas de tumor viavel; grau III, mais de 90% de necrose; e grau IV, auséncia
de célula tumoral viavel (Rosen et al., 1976, 1979, 1982; Huvos, 1991).

De maneira semelhante, Ayala definiu trés graus, subdivididos em
A e B: grau IA, nenhum efeito e necrose menor que 30%; IB, efeito duvidoso,
com 40% de necrose; lIA, efeito parcial, com 40% a 50% de necrose; I[IB, 40%
a 50% de destruicdo tumoral; IIIA, peca de resseccdo com 60% a 90% de
necrose; e IIIB, efeito quimioterdapico completo (Ayala et al., 1984; Raymond
et al., 1987).

Picci et al. (1985) classificou o efeito da quimioterapia em bom,
moderado e pobre, de acordo com o percentual de necrose: maior que 80%;
entre 50% e 80% e menor que 50%, respectivamente.

A importancia do sistema de gradacdo histologica como fator
preditivo de prognostico ¢ amplamente reconhecida. Em geral, quando na peca
de resseccio, encontra—-se mais de 90% de necrose, o prognostico é melhor
que naqueles com menos de 90% (Bieling et al., 1996; Provisor et al., 1997;
Bacci et al., 1998b, 2001, 2006b; Szendroi et al., 2000; Entz-Werle et al.,
2003; Mankin et al., 2004; Rech et al., 2004; Petrilli et al., 2006).

Para Raymond et al. (1987), Davis et al. (1994) e Bielack et al.
(2002), a resposta ao tratamento quimioterapico neo—adjuvante é o melhor
indicador de prognoéstico e, para Mankin et al. (2004), grau de necrose
superior a 90% esté relacionado com maior sobrevida.

Bacci et al. (2005¢) avaliaram 881 pacientes com osteossarcomas
nio metastaticos de extremidades, tratados na mesma instituicdo, entre 1983
e 1999, submetidos a cinco diferentes protocolos de tratamento e concluiram
que a necrose induzida pela quimioterapia é importante fator de prognéstico,
independentemente do tipo de quimioterapia aplicada antes da cirurgia.

No entanto, Zunino & Johnston (2000), em estudo retrospectivo
com 18 pacientes portadores de osteossarcoma, nio identificaram relacio
entre a quantificacdo da necrose induzida pela quimioterapia e o prognostico.

Rytting et al. (2000), em estudo com pré-adolescentes nido identificaram
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diferenca significante no intervalo livre de doenca e sobrevida, entre os
considerados bons respondedores e aqueles com menor indice de necrose
tumoral pés—quimioterapia.

Embora a resposta a quimioterapia seja muito utilizada como
indicador de prognostico, seu valor é limitado, pois ndo pode ser considerada
ao diagnoéstico e, com raras excec¢des, as terapias alternativas poés—operatorias
nio alteraram o curso clinico da doenca nos casos em que a resposta a
quimioterapia pré-operatoria foi insuficiente (Meyers et al., 1992; Man et al.,

2005).

2.9 Outros fatores

Alguns autores consideraram que a elevac¢do dos niveis séricos de
fosfatase alcalina é preditiva de mau prognéstico em pacientes portadores de
osteossarcoma (Bacci et al.,, 1987, 2002c, 2006b; Gajewska et al., 2004;
Bramer et al., 2005), porém para Rytting et al. (2000) e Ferrari et al. (2001),
essa assoclacdo ¢ inexistente. Em relacdo a desidrogenase latica sérica,
Pochanugool et al. (1997); Bacci et al. (2004a) e Rech et al. (2004)
encontraram associacido entre niveis elevados e pior prognostico, enquanto,
Tomer et al. (1999) e Rytting et al. (2000) n3o obtiveram resultado
semelhante.

As alteragdes cromossdmicas encontradas em pacientes com
osteossarcomas acometem, com maior freqiiéncia, as regidoes cromossdmicas
8q, 17pl12, 13ql4 e 13q21. Segundo Trieb & Kotz (2001), tais aberrac¢des nio
estdo associadas ao curso clinico e a resposta a quimioterapia e seu eventual
valor prognostico precisa ser confirmado com mais estudos.

O gen ABCBIl (ABC, sub-familia B, membro 1) também
denominado CLCS;, MDRI1, PGP, PGY1, ABC20; CD243;, GPI170 codifica a
proteina denominada P-gp (HUGO, 2007). Baldini et al. (1995), Serra et al.

(1995) e Hornicek et al. (2000) encontraram associacio entre aumento do
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nivel de P-gp nas células tumorais, com aumento da taxa de recidiva e
diminuicdo do intervalo livre de doenca. Pakos & Ioannidis (2003) nio
observaram tal associacio e ressaltam que resultados diferentes poderiam ser
conseqiiéncia da heterogeneidade da metodologia e das técnicas de
quantificacio da proteina.

O gene retinoblastoma (gene RBI), localizado no braco longo do
cromossomo 13, (13ql4.1-q14.2), cuja inativacdo leva ao desenvolvimento do
retinoblastoma, foi o primeiro gene supressor de tumor identificado (Gleich &
Salamone, 2002; HUGO, 2007), tendo sido relatado como fator de pior
prognostico (Merimsky et al., 2003; Patifio—Garcia et al., 2003). Para
Grundmann et al. (1995), o valor prognostico do gene RBI precisa ser ainda
elucidado.

Os genes ERBEB constituem familia composta por quatro membros,
numerados de um a quatro. Codificam a proteina homologa dos receptores de
crescimento epidérmico que, quando ligada a porcdo externa dos receptores
transmembranicos, ativam as proteinas da cascata da divisdo celular. O mais
conhecido deles é o HERBBZ que também ¢ denominado NEU, NGL, HERZ;
TKRI1, HER-2, c-erb B2, HER-Z/neu e esti localizado no braco longo do
cromossomo 17, (17q11.2-q12) (HUGO, 2007).

Ferrari et al. (2004) avaliaram o nivel celular de ERBBZ em
biopsias de tumor primdrio e de metdstases pulmonares em 19 pacientes com
osteossarcoma de alto grau. Os pacientes com metdstases pulmonares
exibiram maior expressio celular do ERBBZ Para Zhou et al. (2003), a
expressdao do ERBBZ nos pacientes estd associada a menor intervalo livre de
doenca.

O ERBB4 esta localizado no brago longo do cromossomo 2,
(2933.3-g34) (HUGO, 2007). Merimsky et al. (2003) verificaram que a
expressio de ERBB4 mostrou significativa associac¢do com baixa resposta

histoldégica e menor intervalo livre de doenca.
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Os genes pertencentes a familia MMP e o gene MDMZ mostram
associacdo ao prognostico, sendo que para Uchibori et al. (2006), o aumento
da expressdo de MMPI14 (MTI1-MMP), associa—se a pior prognoéstico. A
amplificacdo de MDMZ pode i1nativar a proteina pb3 e estd associada a
recorréncia da doenca e a osteossarcomas metastaticos, como relatado por

Ladanyi et al. (1993), resultado nfo confirmado por Nakayama et al. (1995).

2.10 O gene 7P53 e a proteina p53

A proteina pb3 foi identificada em 1979, co-precipitada com o
antigeno T em fibroblastos de hamster, transformados pelo virus oncogénico
SV40 (simiun virus 40). Trata-se de fosfoproteina nuclear com 393
aminoacidos, peso molecular de 53 mil daltons ou 53kD (McBride et al., 1986;
Diller et al., 1990; Lopes et al.,1999; Fett-Conte & Salles, 2002; Klumb &
Cavalcanti Junior, 2002). Tem como principal fun¢do a preservacdo da
integridade do codigo genético das células. Garante a manutencio da mesma
seqliéncia de nucleotideos ao longo da molécula de DNA presente em cada
célula do organismo (Pinho, 2000). Mantém a homeostase dos tecidos, isto é,
controla o numero e o comportamento das células do organismo. Tipicamente
regula um ou mais processos que previnem as proliferacdes aberrantes e age
em resposta a diversas formas de estresse celular, mediando grande
variedade de processos antiproliferativos (Fridman & Lowe, 2003).

A inativacdo da proteina pb3 é o evento mais comum encontrado na
génese do cancer. A relacdo entre proteina pb3 e carcinogénese tem sido
amplamente comprovada pela identificacido do aumento de expressio da
proteina mutante em tumores malignos de diferentes tecidos do organismo
(Yamaguchi et al., 1992, 1997; Pinho, 2000; Fett—-Conte & Salles, 2002;
Fridman & Lowe, 2003).
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A proteina pb3 é codificada pelo gene 7P53 (proteina tumoral p53),
localizado no braco curto do cromossomo 17 (locus 17pl13.1); é constituida
por cerca de 20kb de DNA e possui 11 exons (Chang & Syrjanen, 1995).

Alteracdes desse gene sio, freqiientemente, encontradas em amplo
espectro de neoplasias e seu envolvimento, direto ou indireto, tem sido
observado na etiopatogenia de quase todas as neoplasias humanas. As
mutacdes do gene 7553 estdo presentes em tumores das linhagens epitelial,
mesenquimal, hematopoiética, linfoproliferativa e em tumores do sistema
nervoso central (Wadayama et al., 1993; Patifio—Garcia & Ariznabarreta,
1997; Lopes et al., 1999; Fett-Conte & Salles, 2002).

Por codificar proteinas capazes de regular o crescimento celular e
seu bloqueio poder acarretar desenvolvimento de tumores, o gene 7FP553 é
classificado como gene supressor de tumor (Hollstein et al., 1994; Meyn,
1995).

Quando ocorre lesdo no DNA, o gene 7F55 é ativado e faz a
transcricdo da proteina pb53. O acumulo dessa proteina no nutcleo da célula
inibe o ciclo mitético no inicio da fase Gl e ativa a transcricdo de genes
reguladores, disparando diferentes respostas biologicas como, interrup¢io no
ciclo celular e correcido da mutacido, apoptose, senescéncia e diferenciacio
génica (Miyashita & Reed, 1995; Pinho, 2000; Klumb & Cavalcanti Junior,
2002; Bykov & Wiman, 2003; Fridman & Lowe, 2003). A proteina p53 garante
a manutencio da integridade do genoma e o controle da proliferacio celular,
impedindo a propagacdo do erro genético para as células filhas (Miyashita &
Reed, 1995; Pinho, 2000; Klumb & Cavalcanti Junior, 2002; Bykov & Wiman,
2003).

Ausente o controle, a progressdo do ciclo celular ocorre de forma
inapropriada, permitindo a sobrevida de células que, em condi¢des normais,
estariam destinadas a morrer. As células mutantes nido sofrem apoptose,
vivem mais tempo, acumulam mais mutag¢des e multiplicam—se sem controle

(Diller et al., 1990; Fridman & Lowe, 2003).
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O sistema de funcionamento do gene 7755 geralmente permanece
inativado e torna-se ativo apenas quando as células sofrem alguma agressio.
Portanto, a proteina pb53 é encontrada em quantidades minimas nas células sob
condi¢des normais e tem meia vida curta, ndo sendo detectada na maioria dos
tecidos normais (Vogelstein et al., 2002).

Ao exercer a funcdo de deteccdo de alteragdes no DNA, com
conseqiiente correcio ou inducido da morte celular, a proteina pb3 é das mais
importantes dentre as proteinas reconhecidamente envolvidas em processos
de carcinogénese do organismo (Sameshima et al., 1996; Yamaguchi et al.,
1997).

Ao contrario dos outros genes supressores de tumor, que sio
inativados por perda alélica, o gene 77553 distingue—se pela alta freqiiéncia de
mutac¢des. A mailor parte dessas mutacdes estido localizadas entre os
aminoacidos 110 e 307 e entre os exons cinco e oito (Hollstein, 1994). A
maior parte é composta pelo tipo missense (troca de um nucleotideo) e altera
a funcdo normal da proteina p53. Como resultado das mutacdes pontuais, essa
proteina tem meia vida prolongada, acumulando-se nas células tumorais.
Embora em menor freqiiéncia, as mutacdes também podem ser do tipo
nonsense, em virtude de delecio de partes do gene ou insercdo de
nucleotideos. Esse tipo de mutac¢ido pode levar a interrupc¢io da leitura do RNA
mensageiro e propiciar a ocorréncia de proteinas defeituosas (Klumb &
Cavalcanti Junior, 2002).

Embora a maioria das mutacdes ocorra em células somaticas,
analogamente ao gene do retinoblastoma, também pode ocorrer em células
germinativas com conseqiiente desenvolvimento de neoplasias familiares.
Exemplo classico é a rara sindrome de Li-Fraumeni, cujo padrdo de heranca é
autossOmico dominante, em que os individuos herdam um alelo mutante,
predispondo o portador a tumores malignos, mais comumente, tumor cerebral,
sarcomas (inclusive osteossarcomas), leucemias e carcinoma adrenocortical.

O gene 7753 mutante pode ser observado em cerca de 75% dessas familias,
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com aumento do nivel da proteina p53 em tecidos normais e neoplésicos
(Porter et al., 1992; Hung & Anderson, 1997; Fett-Conte & Salles, 2002;
Fuchs & Pritchard 2002; Wunder et al., 2005).

Em virtude do importante papel no controle e desenvolvimento de
neoplasias, o gene 7755 tem sido, mais recentemente, alvo de pesquisas para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. A resisténcia dos
tumores ao tratamento pode ser induzida pela mutacdo desse gene (Tsang et
al., 2003; Bykov et al., 2005; Bouchet et al., 2006; Maeda et al., 2006; Zhu et
al., 2006).

A 1nativacdo da proteina p53 pode impedir a apoptose e originar a
resisténcia tumoral ao tratamento quimioterapico. Alternativas terapéuticas
genéticas e farmacologicas tém sido desenvolvidas com o objetivo de
restaurar a funcido e o controle da proteina p53 de pacientes com cancer
(Lowe et al., 1994).

Estudos com cultura de células humanas e em varios modelos de
tumores, em camundongos, mostraram que a inativacido da proteina pb53 reduz
ou inibe a apoptose induzida pela quimioterapia (Bykov et al., 2005). Isso
podera ter importancia clinica nos osteossarcomas, pois a efetividade da
quimioterapia é determinante para a evolucio do paciente (Wunder et al.,
2005).

Muitos estudos indicam que as células tumorais ligadas a proteina
pb3 mutante sido de fato mais resistentes a quimioterapia. A introduc¢io de
copia intacta do gene 7753 em cultura de células humanas tumorais
carregadas com pb3 mutante, produz resposta apoptotica significativa em
muitos casos. Conseqiientemente, a reconstituicdo da p53 selvagem podera
ser estratégia para obtencdo de células tumorais mais responsivas a
quimioterapia e melhor efeito terapéutico (Bykov & Wiman, 2003).

Essas novas propostas de tratamento, baseadas em terapia génica,

trazem renovadas expectativas de tratamentos mais eficientes e reduc¢do dos
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efeitos indesejados das drogas quimioterapicas atualmente utilizadas (Bykov

et al., 2005).

2.10.1 Gene TP53, proteina pb3 e osteossarcoma

Yokoyama et al. (1998), pesquisaram altera¢des genéticas em 17
pacientes com osteossarcoma de alto grau e concluiram que a mutacido do
gene 7P55 pode interferir na progressdo do tumor, mas ndo encontraram
associacdo entre resposta a quimioterapia e sobrevida desses pacientes.

Para Diller et al. (1990), as mutacdes no gene 7P5H3 estdo
associadas a grande variedade de tumores humanos, incluidos os
osteossarcomas. Mostraram que o gene que codifica a proteina p53 bloqueia o
crescimento das células de osteossarcomas e que este tipo de tumor possul
numerosas alteracdes genéticas, sendo a delecdo do braco curto do
cromossomo 17, onde se localiza o gene 7P55 uma das mais comuns.
Encontraram alteracdes detectaveis no gene 7755 em nove de dez linhagens
celulares de osteossarcoma e relacdo entre expressido aumentada da proteina
pb3 selvagem e limitacdo de crescimento das células de osteossarcoma in
Vitro.

Miller et al. (1990) encontraram alteracdes no gene 7P553 em 11
(18%), de sessenta pacientes com osteossarcoma, mas niao em outros
cingiienta tipos de sarcomas. Cerca de 50% de linhagens celulares de
osteossarcoma apresentaram rearranjos grosseiros no gene 772755. Concluiram
que os rearranjos poderiam ser a causa da perda de restricio normal ao
crescimento celular nos osteossarcomas.

Para Hansen (1991), embora a relativa raridade do osteossarcoma
traga dificuldade para os estudos genéticos, a origem do osteossarcoma
poderia ser resultado da acido coordenada de perda da funcido dos genes

supressores KB e TP55.
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Chandar et al. (1992), analisaram a estrutura e a expressio do
gene 7P53 e RBI em culturas de células de osteossarcoma humano e de rato
e concluindo que a inativacido do 77553 é importante para o desenvolvimento
do osteossarcoma.

Strauss et al. (1992) estudaram o gene 7P553 em osteossarcoma
murino induzido por irradiacdo e em culturas de células de osteossarcoma e
encontraram alteracdes na regido do gene 7755 em 18 dos 31 tumores e em
oito das nove culturas.

Toguchida et al. (1992), analisaram o espectro de mutacio do gene
TP53 em 127 sarcomas 6sseos e de partes moles com varias classificacoes
histologicas e descreveram 42 alteracdes do gene 7F553 heterogéneas em
distribuicdo e tipo de mutacdo, em contraste com os achados de outros tipos
de cancer, nos quais as muta¢des sdo mais homogéneas.

Yamaguchi et al. (1992) investigaram o envolvimento de genes
supressores de tumor na génese do osteossarcoma em amostras teciduais de
tumor de 37 pacientes e identificaram perda de alelo em 36 dos 37 bracos
cromossdmicos estudados. Em quatro regides (3q, 13q, 17p e 18q)
constataram perda de alelos em mais de 60% dos casos estudados, o que
demonstrou que além do gene RB7 (13q) e do gene 7P53(17q), os outros dois
genes supressores também podem estar envolvidos no desenvolvimento do
osteossarcoma. Além disso, os tumores com perda de alelo no locus 17q
apresentaram maior tendéncia ao desenvolvimento de metéastases nos pulmdes
mais precocemente que aqueles sem perda de alelo.

Ueda et al. (1993) investigaram, pelo método imuno—histoquimico,
a expressio da proteina pb3 em 18 osteossarcomas e quarenta outros
tumores malignos e benignos. Em 12 amostras (67%) de osteossarcomas a
reacdo foi positiva, o que indicou presenca de proteina mutante.

MclIntyre et al. (1994) verificaram a possibilidade de criancas com
osteossarcoma apresentarem muta¢does no gene 7755, Obtiveram amostras de

sangue periférico de 235 criancas, com a finalidade de verificar se esse tipo
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de analise poderia ser teste preditivo de larga escala. Em apenas sete casos
(3%) foram identificadas mutac¢des no gene 7P55.

Guo et al. (1996) analisaram a expressdo da proteina pb3 em 46
pacientes portadores de osteossarcoma por método imuno-histoquimico. A
amostra foi constituida de 32 pacientes do sexo masculino e 14 do sexo
feminino, com média de idade de 20,6 anos. Oito desses pacientes
apresentavam metastases pulmonares, 27 (58,7%) das 46 espécimes de
osteossarcoma apresentaram reacdo fortemente positiva, indicativa de
aumento da expressio da proteina pb3.

Miller et al. (1996) estudaram a ocorréncia de altera¢des no gene
7P53, em amostras de osteossarcomas e encontraram mutac¢des pontuails em
13 de 42 e rearranjos grosseiros em cinco de 37 amostras.

Mousses et al. (1996) examinaram a ocorréncia de anormalidades
no gene 7P55 em tumores 6sseos e de partes moles. Das 113 amostras
examinadas, em 16 foram identificadas mutacdes. A freqiiéncia dessas
alteracoes foi observada, predominantemente, em osteossarcomas (8/34),
rabdomiossarcomas (2/3), sarcoma de Ewing (1/5), lipossarcomas (3/21) e
fibro—histiocitoma maligno (2/34). Dezesseis pacientes apresentaram lesdes
metastaticas, mas, apenas um apresentou mutacio no gene 7755 Comparando
o método imuno-histoquimico para expresso da proteina pb3 com a ocorréncia
de anormalidades no gene 7753, verificaram, em oito dos nove tumores com
mutac¢do no gene 7755, incremento da expressio da proteina p53.

Pompetti et al. (1996) investigaram a estrutura e expressido de
varios oncogenes em osteossarcoma (36 amostras de 34 pacientes), tumores
de células gigantes (dez pacientes) e condrossarcoma (18 pacientes), com o
objetivo de identificar as eventuais alteragbes genéticas associadas. Foram
detectadas altera¢des no gene KBI e 7FP55 somente nos osteossarcomas.

Bodey et al. (1997) utilizaram antigenos imuno-histoquimicos em
investigacido sobre a ocorréncia de proteina p53 mutante em 43 amostras de

osteossarcomas primarios. Houve deteccido em todos os 43 osteossarcomas
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priméarios. Os autores sugeriram que alteracdes na proteina pb3 podem ser
detectadas precocemente pelo método i1muno-histoquimico em varias
neoplasias humanas, inclusive, osteossarcomas.

Lonardo et al. (1997) analisaram a expressdo da proteina p53 em
83 amostras de osteossarcoma e a possivel relacdo com evolucio clinica. A
positividade foi encontrada em 26,5% dos tumores analisados, e a expressio
da proteina nido foi associada a taxa de proliferacio.

Patifio-Garcia & Ariznabarreta (1997) analisaram 64 amostras de
osteossarcoma de 38 pacientes pediatricos e encontraram mutacio no gene
TP53 em 18,4% das amostras. Concluiram que mutacdes no gene 7755 podem
estar envolvidas no desenvolvimento de osteossarcomas em criancas e,
talvez, indiquem diminuicdo do tempo de sobrevida.

Hasegawa et al. (1997) examinaram a diferenciacdo e a atividade
proliferativa em trinta amostras de osteossarcoma e encontraram expressio
aumentada da proteina pb53 em seis amostras, associadas a intensa atividade
proliferativa. Sugeriram possivel associacdo entre proliferacio celular e
expressdo da p53. Para os autores, a alteracdo do gene 7P55 pode ser
indutora de transformacio e proliferacdo neoplésica.

Papai et al. (1997) examinaram a possivel relacdo entre a
expressdo da proteina pb3 e resposta ao tratamento, em 21 pacientes com
osteossarcoma de alto grau. De acordo com o estadiamento de Enneking, 17
tumores (81%) eram IIB e quatro (19%) IIA. A coleta de material para
verificacdo da expressido da proteina pb3 foi realizada antes do inicio do
tratamento e ap6s dez semanas, no momento da cirurgia. O prognostico foi
pior em dois pacientes com proteina pb53 positiva no material colhido antes do
tratamento e em outros trés que se tornaram positivos durante a
quimioterapia. Esses pacientes morreram um ano apos o inicio do tratamento.
Os pacientes que apresentaram proteina pb53 negativa em ambas as coletas
permaneciam vivos ap6s trés anos e meio, enquanto todos os pacientes que

mostraram algum tipo de positividade na expressio da proteina p53 na biopsia
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inicial ndo responderam a quimioterapia. Em contraste, nove de 13 individuos
que nido exibiram expressio da p53 na biopsia inicial responderam bem ou de
maneira intermediaria a quimioterapia. Concluiram que a expressiao da
proteina p53 pode ser usada como fator prognoéstico do osteossarcoma e que,
talvez, seja util para identificar pacientes que necessitem de tratamento mais
agressivo.

Goto et al. (1998) analisaram 32 casos de osteossarcoma
convencional e ndo encontraram relacdo evidente entre sensibilidade a
quimioterapia e expressio da proteina pb3.

Radig et al. (1998) nio encontraram diferenca de comportamento
clinico entre tumores com mutacdo da proteina pb3 quando comparados aos
tumores sem mutacdo. Sugeriram que, embora as mutacdes sejam importantes
na origem dos osteossarcomas, ndo causam impacto na progressio da doenca.

Para Asada et al. (1999), que investigaram a relacdo entre
expressio da proteina pb3 e resisténcia a cisplatina em culturas de células de
osteossarcoma, a delecdo do gene 7755 e a expressio diminuida da proteina
p53 selvagem estdo associadas ao aparecimento de resisténcia a cisplatina.

Gorlick et al. (1999) realizaram estudo imuno-histoquimico em 53
pacientes portadores de osteossarcoma tratados no Memorial Sloan—Kettering
Cancer Center, entre 1986 e 1993 e nio encontraram associacio entre
expressio da proteina pb3 com a resposta histologica & quimioterapia pré-—
operatoria e com o intervalo livre de doenca.

Da mesma maneira, Serra et al. (1999), em analise de 64
osteossarcomas priméarios e 11 metastaticos, ndo demonstraram relacdo entre
mutacido do gene 7P53 e evolucgio clinica.

Kakar et al. (2000) estudaram a expressdo da proteina p53 em
treze casos de osteossarcoma e nio identificaram associacio entre expressio
da pb53 e resposta a quimioterapia.

Oda et al. (2000) avaliaram a expressido da proteina p53 em

biopsias do tumor primario e de lesdes metastaticas, em 25 casos de
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osteossarcoma. A amostra foi constituida por 14 pacientes do sexo masculino
e 11 do sexo feminino, com média de idade de 16 anos e tempo de seguimento
de 37 meses (dez a 145 meses). As lesdes primdarias foram tratadas com
cirurgia e quimioterapia. Sete casos apresentavam expressdo aumentada da
p53 no sitio primario. Ndo foi observada relacdo entre a expressio da proteina
pb3, o tipo e o grau histolégico e tempo de aparecimento de metéstases,
prognostico ou proliferacio nuclear.

Tsuchiya et al. (2000) examinaram alteracdes no gene 77553, em
trinta pacientes com osteossarcoma e em 24 com sarcoma de Ewing. Foram
encontradas alteracdes no gene 7FP53 em 15 (50%) dos 30 pacientes com
osteossarcomas e em apenas um (3%) dos 24 com sarcoma de Ewing. Por sua
vez, Uozaki et al. (2000) analisaram amostras de setenta pacientes com idade
inferior a trinta anos, portadores de osteossarcoma convencional, observando
que a presenca de expressio aumentada da proteina p53 fol considerada fator
de mau prognéstico.

Gokgoz et al. (2001), com o objetivo de investigar o papel da
mutacdo do gene 7755 no desenvolvimento e progressdo do osteossarcoma,
analisaram espécimes de 247 pacientes com osteossarcoma primario
localizado e de 25 pacientes com osteossarcoma metastatico ao diagnoéstico. A
freqiiéncia total de mutacdes foi de 22%, sendo que a mutac¢do do gene 7P553
nio foi diferente entre os pacientes que apresentaram doenca localizada e
aqueles que apresentavam metastases ao diagnostico, indicando que ndo é
evento tardio na progressido do osteossarcoma, pois ja é evidente antes do
desenvolvimento de metastases.

Park et al. (2001) avaliaram, em 52 espécimes de osteossarcoma, a
expressio da p53 e da glicoproteina P (P-gp). Para esses autores, a co-
expressdo da pb3 e P—gp é forte indicador de menor sobrevida.

Para Trieb & Kotz (2001), a expressdo da proteina pb3 nido é

preditiva do prognostico.
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Kawaguchi et al. (2002) analisaram 23 casos de osteossarcoma em
pacientes com quarenta anos de idade ou mais e verificaram a presenca de
mutacio do gene e a expressido da proteina pb3, observando que todos os
casos com mutac¢do da pb3 mostraram comportamento agressivo da doenca e
pior sobrevida.

Entz—Werle et al. (2003) estudaram 54 pacientes portadores de
osteossarcoma e concluiram que alteracdes nas regides cromossoémicas
correspondentes aos genes KRB e 7F55, ndo tém significado prognéstico.

Patifio—Garcia et al. (2003) analisaram a eventual associac¢do entre
prognostico e alteragdes genéticas em criancas espanholas portadoras de
osteossarcoma. Avaliaram amostras de sangue periférico de 76 pacientes e
material de biopsia de 41 deles e observaram perda da heterozigosidade nos
genes RBI1 e TFP55 A alteracdo em KRBI foi associada a baixa sobrevida e
pequeno intervalo livre de doenca. Os autores concluiram que os genes K5I,
TP53 e possivelmente, outros genes supressores de tumor localizados em 18q
estdo envolvidos na carcinogénese do osteossarcoma.

Ferrari et al. (2004) avaliaram a expressido da proteina p53 em
biopsias de tumor primario e de metastases pulmonares de pacientes
portadores de osteossarcoma. Presenca de coloracio positiva foi notada em
32% das biopsias dos pacientes com metastases pulmonares, porcentagem
mais alta que a observada em biopsias do tumor primario. Intervalo livre de
doenca, em trés anos, foi obtido em 64% dos pacientes com p53 negativo e
em apenas 17 pacientes com p53 positivo.

Pakos et al. (2004), considerando que estudos sobre a possivel
relacdo entre a proteina pb53 e o gene 7753 com resposta & quimioterapia e
evolucdo clinica eram inconclusivos, realizaram estudo de revisio sistematica
com metanalise de 16 estudos e 499 pacientes, mostrando que altera¢des no
gene 7P55 foram associadas a pior sobrevida. Quanto a expressio da proteina

pb3, a associac¢do foi negativa.
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Park et al. (2004) estudaram 21 casos de osteossarcoma central de
baixo grau e analisaram mutag¢des do gene 77553, concluindo que o numero de
alteracdes no gene 7755 em osteossarcomas central de baixo grau ¢ menor,
comparado ao de osteossarcomas de alto grau.

Para Wunder et al. (2005) as mutac¢des do gene 7PFP53 tém sido
associadas a resisténcia a quimioterapia e mau prognoéstico em diferentes
malignidades. Estudaram 196 pacientes, de sete instituicdes, com
osteossarcoma de alto grau, ndo metastasticos, em extremidades, com média
de seguimento de 44 meses e nido encontraram evidéncia de que a mutacido de
7P53 tenha valor preditivo para o desenvolvimento de metastases, em
osteossarcomas de alto grau.

Embora a maioria dos autores tenha encontrado associac¢do entre
mutac¢do do gene 7F53 e alteragdes na proteina pb3 com o desenvolvimento
do osteossarcoma, os resultados apresentados, consideravelmente variados e,
aparentemente, conflitantes, tornam controversa a importancia prognoéstica

dessas alteracoes.

2.11 O processo apoptoético

A apoptose é a forma fisiolégica, normal e programada, da morte
celular que, juntamente com a mitose, controla o nimero de células do tecido
vivo (Jorddo & Andrade, 2000). Assim, como ¢é preciso gerar novas células
para manter os processos vitais, é imprescindivel eliminar as supérfluas ou
defeituosas. Portanto, a hemostasia do organismo é controlada, nio somente
pela proliferacio e diferenciacio celular, mas, também, pela morte das células.
A decisdo para seguir com a divisdo, quiescéncia ou morte, depende de
fatores endogenos e exogenos que atuam em sinergia (Louro, 2002).

A morte celular, definida como perda irreversivel da estrutura e
func¢des vitais da célula ocorre por dois processos distintos, a apoptose e a

necrose (Parolin & Reason, 2001).
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O fendmeno apoptotico estd presente, tanto na fase do
desenvolvimento embriondrio quanto no organismo adulto. Por meio da
apoptose o organismo elimina tecidos provisorios, remove células supérfluas,
gera ductos e orificios organicos, remodela tecidos e suprime as células
desnecesséarias, danificadas, redundantes e potencialmente perigosas (De
Roberts & Hib, 2001).

A caracteristica da apoptose, que a diferencia da necrose, é a
auséncia de inflamacdo. Durante sua ocorréncia, ha reducido do volume celular,
condensacio e marginalizacdo da cromatina nuclear, formacido de bolhas na
membrana plasmatica e fragmentacio do DNA (Wijsman et al., 1993). A
fagocitose ocorre sem que haja liberacdo de restos celulares para o espaco
extracelular, pois, sdo reconhecidos pelos macrofagos e fagocitados antes da
desintegracdo. Ndo ha inflamacdo, altera¢cdo do microambiente celular e nem
lesdo dos tecidos, o que garante seu funcionamento normal (Wijsman et al.,
1993). E, portanto, diferente da necrose, na qual as membranas
citoplasmaticas e nucleares fragmentam-se e liberam contetdo para o meio
externo (Gavrieli et al., 1992; Horta & Young, 1999). A necrose tem por
caracteristica a perda da integridade da membrana plasmatica com alteracio
do gradiente eletroquimico, que estimulam a resposta inflamatéria e ampliam a
lesdo tecidual (Parolin & Reason, 2001).

Embora diversos estimulos possam desencadear o processo
apoptotico, os mecanismos Intracelulares que induzem a morte celular sido
similares (Schwartzman & Cidlowski, 1993; Louro, 2002).

Lesdo irreversivel do DNA, altera¢bes nas vias metabdlicas,
supressio de substancias indutoras da multiplicacdo celular, como fatores de
crescimento e determinados hormonios, sdo alguns dos estimulos,
provenientes tanto do espaco intra como do extracelular, capazes de iniciar a
cascata de eventos que resulta na morte celular (Parolin & Reason, 2001;

Louro, 2002).
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Duas familias de proteinas, Bcl-2 e caspases, desempenham papel
critico na regulacio e desenvolvimento do processo apoptotico. Foram
identificados pelo menos 15 membros da familia das proteinas Bcl-2 que é
constituida de membros pro—apoptoticos (Bax, Bak, Bcel-xs, Bad, wBid) e anti—
apoptoticos  (Bcl-2, Bcl-xL, and Bcl-w). Os principais antagonistas da
apoptose, Bcl-2 e Bcl-xLL agrupam-se, geralmente, na regido externa da
membrana mitocondrial. Os membros pré—-apoptoticos sido, normalmente,
encontrados na matriz citoplasmatica e quando ativados, se deslocam para a
mitocondria, alteram o gradiente de permeabilidade da membrana mitocondrial
e liberam proteinas pro—apoptoticas, tais como o citocromo-c, o fator indutor
de apoptose e as pro-caspases (Parolin & Reason, 2001; Singhal et al., 2005;
Basu et al., 2006; Zinkel et al., 2006).

As caspases (cysteine-aspartic-acid-proteases) constituem grupo
de enzimas com residuo de cisteina e especificidade para residuos de acido
aspartico. As caspases iniciadoras, (caspase dois, oito, nove e dez), ativam as
formas inativas das caspases efetoras, (caspase trés, seis e sete), que ativam
enzimas que destroem a célula (Lodish et al. 2002; Singhal et al., 2005).

Uma vez ativada, a maioria das caspases catalisa a ativacdo de
diversos outros membros desse grupo, com amplificacio da cascata
proteolitica e degradacido de grande variedade de proteinas e substratos
importantes a viabilidade celular, sendo essa a fase de execucido da apoptose
propriamente dita (Parolin & Reason, 2001; Fridman & Lowe, 2003).

Esse processo, altamente complexo, envolve, pelo menos, duas
vias, a extrinseca e a intrinseca, com refinado sistema em cascata regulado
em multiplos niveis, observando—se muitas vezes, simultaneamente, diferentes
vias apoptoticas em uma mesma ceélula (Fan et al.,, 2005; Fayette & Blay,
2005).

A proteina pb3 serve como regulador do processo apoptotico
modulando os pontos chaves de controle de ambas as vias (Fridman & Lowe,

2003; Fayette & Blay, 2005).
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Para Saini & Walker (1998), a regulacio do numero de células é o
objetivo critico da homeostase, obtida por meio de seletivo controle da
apoptose, mitose e diferenciacao.

A falha da célula em entrar em apoptose estd envolvida na
patogenia de inumeras doencas. Varios tumores humanos ja foram
relacionados ao desequilibrio entre proliferacdo celular e apoptose, sendo a
inibicio da morte celular, por apoptose, considerada evento freqiiente em
varias neoplasias e importante na carcinogénese (Clem et al., 1991). Segundo
Lopes (1999) a tumorogénese é resultado do desequilibrio entre as células

geradas pela divisdo celular e as eliminadas pela apoptose.

2.11.1 Apoptose e neoplasias

Apenas trés artigos sobre a relagdo entre apoptose e prognostico
em pacientes portadores de osteossarcoma foram relatados na literatura.

Pompetti et al. (1998) publicaram o primeiro trabalho que
pesquisou a eventual relacdo entre a apoptose e o prognostico do
osteossarcoma. Examinaram 18 amostras de osteossarcoma primario e
metastatico com o objetivo de identificar a ocorréncia de apoptose, verificada
por meio da imuno-histoquimica e também a condi¢do do gene 7F553 pela
técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) antes e apos a
quimioterapia. Observaram que a ocorréncia de apoptose raramente acontece
nas etapas iniciais da doenca, porém, apd6s o tratamento quimioterapico,
muitas células ativam a morte celular, provavelmente, induzida pela
quimioterapia. Ndo encontraram qualquer alteracdo no gene 7753 nas pecas
da biopsia dos tumores primarios. Verificaram que, ap6s o tratamento, 0s
tumores que continham apenas células apoptéticas ndo apresentavam
alteracdes no gene 7P55. Para os autores, a mutacido do 7753 pode explicar
a auséncia de apoptose nos casos em que a terapia nido induziu a morte

celular. Concluiram que essas mutacdes sio eventos tardios na progressio do
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osteossarcoma, raras ao diagnoéstico e podem causar desenvolvimento de
resisténcia aos quimioterdpicos durante o curso da doencga e, desta maneira,
interferir no prognoéstico. Os autores consideraram interessante avaliar a
presenca de apoptose como fator prognoéstico, pois o estudo suporta a
hipotese de que células de osteossarcoma raramente sofrem apoptose
espontanea in vivo. No entanto, ap6s o tratamento, a morte celular
programada ocorre, na maioria dos tumores, induzida pela quimioterapia. A
mutac¢do do 7F55 pode explicar a auséncia de apoptose nos casos em que a
terapia ndo induziu a morte celular.

Rytwinski et al. (2004), por meio de citometria de fluxo, analisaram
a relacio entre aneuploidia e quantidade de apoptose estimulada por agentes
quimioterapicos, portanto apo6s inicio do tratamento, em vinte criancas e
adolescentes portadores de osteossarcoma. Consideraram que estimar a
quantidade de células apoptoticas pode ser uatil para determinacio do
prognostico e do efeito da quimioterapia. Pacientes com maiores indices de
apoptose apos tratamento apresentaram maior tempo de sobrevida, enquanto
que aqueles com menores indices e altas fra¢des de aneuploidia apresentaram
menor tempo. No entanto, sugeriram que estes achados precisam ser
confirmados por outros marcadores, precoces e tardios de apoptose.

Wu et al. (2004) analisaram, em 28 espécimes de osteossarcoma, a
expressio da pb3, c—myc, Bcl-2 e indice de apoptose e investigaram a
relacdo entre sobrevida e tipo histoldégico do tumor. Dos casos analisados, 18
eram de pacientes masculinos e dez eram de pacientes femininos, com idade
entre 14 e 37 anos. Do total, 13 tumores eram osteoblasticos, oito
fibroblasticos, cinco cartilaginosos e dois mistos. Adotaram método imuno-
histoquimico para verificar a expressio das proteinas e pelo método do Tunel
analisaram a ocorréncia de apoptose. O indice de apoptose foi definido em
funcdo do numero de células apoptoticas presentes em quinhentas células
tumorais e classificado conforme o percentual de células encontradas. Foi

considerado negativo quando o percentual era menor que 1% e positivo (+)
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quando esse percentual estava entre 1% e 5%, positivo (++) quando entre 6%
e 10% e positivo (+++) quando maior que 10%. Encontraram positividade
para pb3, cmyc e bcl-2, em respectivamente, 71,4%, 85,7% e 25% dos
espécimes analisados. O indice de apoptose foi positivo em 15 dos 28
espécimes analisados (53,6%), tendo variado entre zero e 17,8%. Nio
encontraram correlacdo positiva entre os fatores estudados e o tipo
histolégico do tumor; porém, menor expressio das proteinas e maior indice de
apoptose se associaram a sobrevida maior que trés anos. Os autores
concluiram que os marcadores analisados podem ser utilizados como indices
de prognéstico e de progressio da doenca.

Apesar dos poucos estudos publicados a respeito da relacio entre
apoptose e prognostico em pacientes com osteossarcoma, estdo disponiveis
inumeros trabalhos com este tipo de anilise em carcinomas e outros
sarcomas.

O indice de apoptose tem sido investigado isoladamente ou em
associacdo com indice de proliferacio celular, fatores angiogénicos, expressio
de proteinas, sobretudo p53, mdm2 e bcl-2 e mutagdo génica. E investigado,
também, em diversos momentos da progressio tumoral, desde estadios
iniciais até pos—tratamento quimio e radioterapico. Os resultados sdo, em
alguns casos, aparentemente conflitantes ja que alguns autores identificaram
relacdo entre indice de apoptose e prognoéstico e outros nio.

Kasagi et al. (1994), examinaram a ocorréncia de células
apoptoticas em espécimes de carcinoma gastrico e encontraram, nos
carcinomas pobremente diferenciados, reduzida incidéncia de apoptose.

Ohashi et al. (1997) avaliaram a relacdo entre expressio da
proteina p53 e apoptose em espécimes de carcinoma de células escamosas do
esofago. A apoptose foi associada ao grau de diferenciacdo das células
carcinomatosas.

Tannapfel et al. (1997) encontraram correla¢do positiva entre

apoptose e progndéstico em carcinoma renal.
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Hagedorn et al. (1998) analisaram a taxa de proliferacio e apoptose
em trinta pacientes com carcinoma de laringe, observando associag¢io entre o
indice de apoptose e grau de diferenciacido tumoral sem, no entanto, relacido
com o prognostico.

Haslam et al. (1998) investigaram se o indice de células
apoptopticas, ao diagnoéstico, tem valor preditivo quanto a evolucdo clinica.
Estudaram 43 criancas portadoras de meduloblastoma e agruparam o indice de
apoptose em quatro niveis: muito baixo, baixo, alto e muito alto. Para os
pacientes com indice de apoptose caracterizado como muito alto, foi
encontrada associacdo com melhor evolucio clinica.

Sugamura et al. (1998) afirmaram que a freqiiéncia da apoptose em
células tumorais pode ser utilizada como indicador de prognéstico para
pacientes portadores de carcinoma colorretal.

Para Lara et al. (1999), o indice apopt6tico pré—tratamento é fator
preditivo de prognostico em pacientes com diagnostico de cancer de bexiga
tratados por meio de radioterapia.

Em meduloblastomas, o indice de apoptose maior ou igual a 1,5%
estd associado a mau prognostico, conforme Korshunov et al. (1999).

Vakkala et al. (1999), verificaram a ocorréncia de apoptose durante
a progressio de carcinoma de mama e identificaram aumento da ocorréncia de
apoptose e de proliferacdo celular nos tumores recorrentes quando
comparados ao tumor primario. Concluiram que o aumento da ocorréncia de
apoptose esta associado a pior prognostico.

Shibakita et al. (2000) delinearam estudo para avaliar a importancia
clinica da apoptose espontidnea e possivel associacdo com as caracteristicas
clinicas dos pacientes portadores de carcinoma de esdfago. Os pacientes com
baixo indice de apoptose apresentaram pior progndstico, em relacido aqueles
com alto indice. Tal conclusdo foi semelhante a de Shibata & Matsubara

(2001) que examinaram apoptose em 72 amostras de carcinoma de esofago e
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concluiram que o indice de apoptose pode ser usado como fator prognostico
nesse tipo de carcinoma.

Para Shibata & Matsubara (2001), cada tumor apresenta intervalos
de indices de apoptose caracteristicos, que refletiriam a inata susceptibilidade
apoptotica das células tumorais. Citam, como exemplo, o intervalo de indice
de apoptose entre 0,4 e 1,8 para carcinoma de tireoide, de 0,1 a 1,7 para
carcinoma de proéstata, de 2,7 a 14,5 para carcinoma gastrico, de 1,9 a 9,7
para carcinoma colorretal e de 0,8 a 9,4 para carcinoma de células escamosas
do esb6fago.

Zaghloul et al. (2000) analisaram a relacdo entre prognoéstico e
indice de apoptose e angiogénese em pacientes portadoras de cancer de ttero.
As pacientes com alto indice de apoptose e baixa angiogénese apresentaram
maior probabilidade de sobrevida em trés anos.

Kawauchi et al. (2000) realizaram o primeiro estudo que analisou a
significancia da apoptose no sarcoma sinovial com resultados que indicaram
que o aumento da taxa de apoptose no sarcoma sinovial priméario é indicativo
de pior prognostico.

Grotzer et al. (2001) avaliaram o papel da apoptose como fator
prognostico independente em tumor ectodérmico primitivo (PNET).
Concluiram que o indice apopt6tico ndo ¢é preditivo do curso clinico nem é
especificamente associado as variaveis clinicas de significancia prognostica no
PNET.

Dan'ura et al. (2002) consideraram que os achados de ocorréncia e
extensdo da apoptose nos tumores de partes moles tém implicagdo clinica
limitada. Avaliaram 102 casos de sarcoma de partes moles e ndo encontraram
relacdo entre extensdo da apoptose e expressdo das proteinas reguladoras e
prognostico.

Jia et al. (2004) investigaram ocorréncia de apoptose em carcinoma
cistico de glandulas salivares e identificaram associacdo entre indice de

apoptose e prognostico.
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Para Sagol et al. (2005), a atividade apoptotica ndo é indicadora da
extensdo da doenca e do curso clinico dos pacientes portadores de cancer
pancreatico. Ja Magistrelli et al. (2006) associaram indice de apoptose a
sobrevida em 67 pacientes portadores de adenocarcinoma pancreatico
tratados com resseccio cirurgica. A média de sobrevida nos pacientes com
baixo indice apoptoético foi melhor que naqueles com alto indice.

Dworakowska et al. (2005) encontraram probabilidade de sobrevida
de 60%, em cinco anos, para os pacientes portadores de cancer de pulmio que
apresentavam baixo indice de apoptose e de apenas 25% para aqueles com
alto indice.

Para Blazquez et al. (2006) o indice apoptotico, o indice
proliferativo e a expressdo de caspases nio sio fatores prognoésticos
independentes para recorréncia e mortalidade nos pacientes portadores de
cancer ductal de mama.

Talvez a raridade da doenca justifique os poucos trabalhos
referidos na literatura, que analisam a relacdo entre apoptose e progndstico
em pacientes portadores de osteossarcoma, todos com pequena quantidade de
casos. De maneira similar a que ocorre com estudos envolvendo o gene 7753
e a proteina pb3, as diferentes metodologias empregadas, a variacido do
numero de pacientes, ou ainda o momento da analise durante a progressio
tumoral, provavelmente, podem ser fatores que dificultam o esclarecimento
definitivo sobre a importancia da ocorréncia de apoptose como fator preditivo

de prognéstico.
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4 CASUISTICA E METODO

A casuistica estudada foi constituida por 69 pacientes com
diagnostico confirmado de osteossarcoma 0sseo, primario e secundario,
tratados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Unesp (Botucatu - SP) e no Hospital Amaral Carvalho (Jau - SP), no periodo
de 1990 a 2004. A confirmacido diagnostica histopatologica foi realizada pelo
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu e pelo
Servico de Anatomia Patologica do Hospital Amaral Carvalho.

Os pacientes foram submetidos a diferentes protocolos de
tratamento e, na maioria das pecas de ressecc¢do tumoral, procedeu-se a
quantificacdo do efeito quimioterdpico neo—-adjuvante de acordo com oS
critérios preconizados por Huvos (1991).

Foram coletados dados epidemiologicos, clinicos, histoloégicos e do
tratamento para conhecimento da amostra. As variaveis consideradas foram:
idade, sexo, localizacdo do tumor, classificacio e subtipos tumorais, protocolo
do tratamento quimioterdpico instituido, cirurgia do tumor primaério,
complicacdes do tratamento, resposta histolégica & quimioterapia pré-—
operatoria, evolucio (vivo ou morto) e tempo de sobrevida.

Os dados foram obtidos nos prontuarios hospitalares e
completados, quando necessario, com Iinformacdes dos familiares dos
pacientes.

Apo6s a coleta dos dados, as variaveis foram agrupadas e analisadas
em relacdo a distribuicdo, freqiiéncia e possivel associacdo com o tempo de
sobrevida. Para analise da relacio com o tempo de sobrevida, as variaveis
foram agrupadas conforme apresentado no quadro 1.

Para anéilise estatistica da sobrevida, além da amostra tomada por
inteiro, foi analisado subgrupo constituido somente por pacientes portadores
de osteossarcoma de alto grau, de extremidades, virgens de tratamento,

estadio IIB e que realizaram o tratamento completo. Esse grupo, mais
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homogéneo, de 45 pacientes, foi semelhante a maioria dos grupos descritos

nos trabalhos publicados sobre osteossarcoma.

Quadro 1 — Agrupamento das varidveis para analise estatistica

idade <19 > 19
sexo masculino feminino
localizagio fémur tibia outros
tumor
predominancia nao osteogénica
histolégica osteogénica
estadiamento I 11 11
adesdo ao completa incompleta
tratamento
tratamento nao realizado I II 1II v
quimioterapico
cirurgia tumor nio realizada amputacio conservadora
primario
complicac¢des do sim nao
tratamento
grau de necrose | nio realizado /11 I/1v
evolucio morto Vivo

Simultaneamente, nas amostras da bidpsia 6ssea realizada para

confirmacio

histologica

diagnostico,

portanto,

pré—tratamento,

foi

67
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verificada, pelo método imuno-histoquimico, a ocorréncia de apoptose e

expressdo da proteina pb3 e a possivel associa¢do com o tempo de sobrevida.

4.1 Padronizacdo e defini¢cdes utilizadas na coleta dos dados:

a) Iinicio do seguimento. data do diagnostico histopatologico;

b) idade. diferenca entre a data do diagnostico histologico e a data de
nascimento em anos completos;

c) faixa etdria: agrupamento da idade em intervalos de dez anos;

d) sexo: conforme informado na ficha de admiss3o do paciente;

e) localizacdo do tumor: osso acometido;

f) extensdo local da doenca e pesquisa de metdstases a distancia’ os
procedimentos minimos utilizados para definir a extensio do tumor
primario e metastases incluiram radiografia biplanar convencional,
cintilografia 6ssea com MDP-99mTc (metilenodifosfonado marcado
com tecnécio) e ultra—som abdominal. A utilizacio de outros métodos
como tomografia computadorizada e ressonancia magnética variou
conforme a época do diagnéstico e disponibilidade. O tamanho do
tumor ndo foi avaliado, pois nio se evidenciou uniformizacido de
afericdo da dimensio do tumor antes do inicio do tratamento;

g) caracteristicas histopatolégicas do tumor: determinadas conforme
descri¢do histolégica do material de bidépsia e da peca de resseccio
cirurgica ou da revisio de laminas. Os tumores foram caracterizados
conforme o grau histolégico em alto e baixo grau e de acordo com a
predominancia tecidual encontrada;

h) estadiamento inicial: de acordo com o proposto por Enneking (1983)

(quadro 2);
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Quadro 2 — Estadiamento dos sarcomas 6sseos e de tecidos moles, segundo

Enneking (1983)

ESTADIO DEFINICAO
IA baixo grau, intracompartimental, sem metastases
1B baixo grau, extracompartimental, sem metastases
ITA alto grau, intracompartimental, sem metastases
1IB alto grau, extracompartimental, sem metastases

baixo /alto grau, intracompartimental com metéstases regionais ou

A
distantes

baixo /alto grau, extracompartimental com metédstases regionais ou
1IIB

distantes

1) tratamento quimioterdpico efetuado: identificado mediante protocolo
estabelecido para o tratamento. Os protocolos variaram de acordo com a
época do inicio de tratamento. Foram aplicados quatro protocolos

diferentes, baseados em Petrilli (1988, 1991, 2005) (quadro 3);
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Quadro 3 — Protocolos de tratamento quimioterapico

PROTOCOLO DROGAS UTILIZADAS E MOMENTO DA CIRURGIA

cisplatina, doxorrubicina;
I cirurgia;

cisplatina, doxorrubicina.

metotrexate, cisplatina, doxorrubicina;
cirurgia;

II . . . . .
manutenc¢io do pré—operatorio ou substitui¢io do metotrexate por ifofasmida

para maus respondedores.

ciclo A = ifosfamida, doxorrubicina;
ciclo B = cisplatina, doxorrubicina;
I ciclo C = ifosfamida, etoposide;
ciclo D = cisplatina, etoposide;

esquema de tratamento = A/B/A/B cirurgia C/D/C/D.

cisplatina, doxorrubicina, metotrexate;
cirurgia;

IV . . . .

cisplatina, doxorrubicina, metotrexate;

manuten¢io metrondmica com metotrexate e ciclofosfamida.

J) data da cirurgia e cirurgia realizada’ obtida na ficha de descricio
cirurgica. Para anéalise da sobrevida e elaboracio das tabelas e quadros, as
cirurgias de amputacdo e de desarticulacio foram consideradas
conjuntamente e denominadas como amputacao;

1) grau de necrose tumoral apés o (tratamento quimioterdpico neo-
adiuvante. determinado conforme laudo anatomopatologico da peca de
resseccido cirurgica e definido segundo critérios propostos por Huvos

(1991) (quadro 4);
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Quadro 4 - Grau de necrose tumoral histologica apos tratamento

quimioterapico neo—-adjuvante, segundo Huvos (1991)

pequeno ou nenhum efeito quimioterapico. Até 50% de necrose
grau |

tumoral

resposta parcial. Tumor vidvel presente. De 50% a 90% de necrose
grau I

tumoral

4reas predominantes de necrose e ou material fibrético atribuido ao

rau III . .. .

& efeito da quimioterapia. De 90% a 99% de necrose tumoral

sem evidéncia histologica de tumor vidvel. Cem por cento de necrose
grau IV

tumoral

m) recidiva local® tumor em crescimento no leito de ressecc¢do prévia ou
em areas adjacentes, documentado clinicamente e por intermédio do estudo
anatomopatologico e dos exames de imagens;

n) intercorréncias:’ eventos clinicos adversos ocorridos durante o
tratamento;

o) evolucdo clinica’ recuperada na ficha clinica de evoluc¢do do paciente;

p) data do obito: recuperada no prontuario, atestado de 6bito ou informada
por familiares;

g) tempo de sobrevida' tempo decorrido entre a data do diagnéstico
histolégico até o oObito e para os pacientes vivos, encerramento da

observacio.

4.2 Estudo imuno-histoquimico

Foi analisado o tecido tumoral recolhido para bi6opsia diagnoéstica

antes do inicio de qualquer tratamento. Os fragmentos tumorais fixados em
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formalina e incluidos em blocos de parafina, foram resgatados dos arquivos
da Anatomia Patoldgica dos servi¢cos onde o diagnoéstico histolégico inicial foi
realizado.

No caso de pacientes que se apresentaram na primeira consulta
com a bibdpsia realizada em outros servicos, os blocos foram solicitados. Nio
foi possivel obter todos os blocos. Alguns blocos continham pouco material,
insuficiente para a confeccio de mais secc¢des histologicas. Esses fatores
determinaram reducido da amostra de 69 para 53 casos para andlise da
expressio da proteina pb3 e para determinacio do indice de apoptose.

Foram preparadas seccdes histologicas suficientes, para permitir a
confirmacdo diagnoéstica pela coloracio hematoxilina e eosina e para andlise
imuno—histoquimica, conforme técnica descrita a seguir, de acordo com
métodos estabelecidos pelo Laboratério de Imuno—histoquimica da Faculdade

de Medicina de Botucatu — Unesp.

4.2.1 Procedimentos gerais

Cortes histoloégicos de 3um de espessura, retirados das bidpsias
0sseas, foram colocados sobre laminas histologicas identificadas e pré-
tratadas com solucdo de poly-D-lisina’ e aquecidas em estufa a 60°C por
doze horas.

Em seguida, foram submetidas a desparafinizacio, obtida ap6s trés
banhos de xilol de dez minutos cada. A hidratacido foi obtida pela passagem do
material por trés banhos sucessivos em alcool absoluto e dgua destilada. Para
bloqueio da peroxidase enddgena, as laminas foram incubadas com H2Os a 3%,
durante cinco minutos. Para a recuperacdo antigénica, as seccdes foram

colocadas em cuba com tampdo citrato (pH=6) e levadas ao forno de

! Sigma Chemical, EUA.
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microondas, por quinze minutos, permanecendo no forno por mais vinte

minutos, a temperatura ambiente.

4.2.2 Reacdo imuno—-histoquimica para pb3

Para a determinac¢do da expressdo da proteina p53, foi empregado
o sistema avidina—-biotina-peroxidase (ABC), com pequenas modificactes. O
processo especifico compreendeu as seguintes etapas:

a) incubacido com anticorpo primdrio: foram aplicados 100ul a 200ul de
anticorpo primario monoclonal anti-p53 de camundongo (1:100). A
bandeja de imuno-histoquimica® foi fechada e deixada incubando em
camara umida, na geladeira, a 4°C, durante toda a noite;

b) incubacdo com anticorpo secundirio: fol aplicado, em cada corte
histoloégico, 100ul a 200ul do anticorpo secundario anti-IgG de
camundongo® e incubado por trinta minutos;

c) reagente estreptavidina®: adicionou-se 100ul do reagente e em seguida,
as laminas foram submetidas a incubacdo por trinta minutos;

d) incubacdo com solucdo de 3'3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(DAB) . foram aplicadas 100ul a 200ul/1amina, da solucio DAB ativada,
em cada lamina, por cinco minutos;

e) contra-coloracdo com hematoxilina de Harris a 50%: ap6s um minuto da

aplicacdo da hematoxilina, procedeu—-se a lavagem em dagua corrente,

' DAKO, EUA.

2 Shandon, EUA.

3 DAKO, EUA.
* DAKO, EUA.

5> DAKO, EUA.
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seguida pela passagem das laminas em 4gua amoniacal e novamente em
dgua corrente;
f) montagem das liminas:' colocacdo de laminula (24x32mm) sobre a

lAmina, com resina sintética.

Os resultados foram avaliados em microscopio 6ptico® utilizando-se
ocular de 10X e objetiva de 40X. A reacdo foi considerada positiva quando
houve deposi¢cdo do cromoégeno nos sitios de ligacdo antigeno—anticorpo,
conferindo marcacdo nuclear, resultando em ntcleos com forte coloracio
marrom escura. Foi considerada negativa, quando, nido havendo a deposicido
do cromogeno, os nucleos apresentaram colora¢do marrom claro ou ndo foram

corados.

4.2.3 Determinacdo da apoptose pelo método de Tunel

ApoOs os procedimentos iniciais, comuns a ambas as reacoes, foram
realizados os procedimentos especificos? para identificacio das células
apoptoticas no material estudado, conforme descrito a seguir:

a) permeabilizacdo dos cortes histologicos: aplicacdo, nas secc¢des, de
100pl de proteinase K (1:100), durante vinte minutos, a temperatura
ambiente;

b) estabilizacdo para a reacdo de marcacdo: diluicio do tampdo de
equilibrio, em 4agua destilada, na proporc¢ido 1:5. Cada lamina recebeu
100pl dessa diluicdo, durante trinta minutos a temperatura ambiente;

c) reacdo de marcacdo-: adicionado 3ul da enzima TdT a 57ul da mistura
da reacdo de marcacdo. Cada lamina recebeu 60ul dessa diluicdo e foi

mantida em estufa a temperatura de 37°C durante uma hora e meia;

! Nikon modelo Eclipse.

? kit Tdt FragEL — CALBIOCHEM ~ USA
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d) finalizacdo da reacdo de marcacdo:’ Apos aquecimento da “solucio de
parada’ em estufa a temperatura de 37°C, cada lamina recebeu 100ul de
“tampdo de parada de reacio”’, durante cinco minutos, a temperatura
ambiente;

e) suspensdo da reacdo: cada lamina permaneceu mergulhada em 100ul de
“tampio de bloqueio” durante dez minutos a temperatura ambiente e em
seguida, mais trinta minutos mergulhadas em 100pl da solucio formada
pelo conjugado diluido em “tampdo de bloqueio”, na propor¢do 1:50.
ApO6s essa etapa, um tablete de DAB e um tablete de &gua
oxigenada/uréia foram dissolvidos em 1ml de 4gua e cada lamina
recebeu 100 pl dessa diluicdo, durante dez minutos também a
temperatura ambiente;

f) contra—coloracdo- as laminas foram colocadas em uma cuba com methyl
green, permanecendo por um minuto; posteriormente foi realizada a
lavagem em agua corrente, seguida pela passagem das laminas em agua
amoniacal e, novamente, pela lavagem em agua corrente;

g) montagem das ldminas: com laminula (24 X 32mm) em resina sintética.

Uma lamina (com material citolégico) de controle positivo de
apoptose, fornecida pelo fabricante, foi incluida nas reacoes (células HL60 de

leucemia promielocitica tratadas com 0,5 g/ml de actinomicina D).

4.2.4 Célculo do indice de apoptose

A identificacdo das células em apoptose, pelo método de Tunel
(terminal deoxynucleotidyl transterase — mediated d UTP nick end-labeling),
deu—se pela visualiza¢cdo de ntcleos com marcacgido positiva, corados em

marrom.
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A leitura dos campos foi realizada em microscopio! utilizando-se
ocular de 10X e objetiva de 40X. A escolha dos campos para contagem foi
direcionada aos de maior celularidade, boa preservacio das células tumorais e
onde a coloracio era mais uniforme.

Para o céalculo dos indices de apoptose, foram contadas duzentas
células, em campos sucessivos. O indice foi definido como ntmero de células
positivas, dividido por duzentos (nimero total de células contadas nos campos
analisados) e multiplicado por cem, quando expresso em porcentagem.

Para anélise estatistica, os resultados foram agrupados, conforme o

disposto no quadro 5.

Quadro 5 — Resultados das andlises imuno—histoquimicas

pb3 nao realizado negativo positivo
indice d menor que _

. maior que
ndice de nio realizado 1% 1% a 5% 6% a 10% orq
apoptose . 10%

(negativo)

4.3 Anélise estatistica

As fichas preenchidas foram revisadas, as informacdes codificadas
e digitadas em banco de dados do programa SigmaStat for Windows versio
3.5, 20067,

As diferencas ou correlacdes com valor de p<0,05 foram

consideradas significativas.

! Nikon modelo Eclipse.

? Systat Software Inc (Point Richmond, CA, USA).
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A anélise univariada da sobrevida foi realizada com construcio de
curvas de sobrevivéncia de Kaplan—-Meier (Kaplan & Meier, 1958), método
nio paramétrico que permite a comparacio entre diferentes categorias de uma
variavel durante o periodo de sobrevida. Os resultados dos testes de log-rank
e Gehan-Breslow permitiram avaliar, estatisticamente, a heterogeneidade das
curvas.

A verificacdo da provavel associacido entre procedimento cirtrgico
e grau de necrose e entre grau de necrose e recidiva foi realizado pelo Teste

de Goodman (Goodman, 1964,1965).
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5 RESULTADO

5.1 Tempo de seguimento

A média do periodo de observacio foi de 46,2 41,6 meses (trés a

183 meses).

5.2 Idade
A média de idade foi de 19 £ 8,1 anos (seis a 43 anos). A
distribuicdo dos pacientes de acordo com a faixa etaria estid demonstrada na

figura 1.

50 -
45 -
40 - 37 (53,6%)
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -

19 (27,5%)

freqiiéncia absoluta

101 e@ew 5 (7.2%
5 - 2 (2,8%)
0
0-9 10-19 20-29 30-39 40-49

faixa etéaria

Figura 1 — Distribui¢do dos pacientes de acordo com a faixa etaria
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5.3 Sexo

Na figura 2 estd expressa a distribuicdo dos pacientes de acordo

CcOom O SeXo.

41 (59,4%)

28 (40,5%)

freqiiéncia absoluta

= =2 N N W W A N
o U1 O O O O O U1 o O
I 1 1 1 1 1 1 1 1 )

masculino feminino
sexo

Figura 2 — Distribui¢ido dos pacientes de acordo com o sexo
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5.4 Localizacdo do tumor

Na figura 3 estdo apresentadas as localizacdes

estudados.

xxxxxxxxx

"\
\\ () i 6 (8,6%)
Ti‘\\s

-}iz (2,8%)

28 (40,5%) ,

i!

|
i

1(1,4%) @ ® 1 (1,4%)

Q
20 (28,9%)(® & 4 (5.7%)
2 (2,8%)

S\

Figura 3 — Localizacio e nimero de casos dos tumores

dos tumores
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5.5 Classifica¢ido do tumor

Os osteossarcomas centrais foram os mais comuns, presentes em
65 pacientes (94,2%). Quatro pacientes apresentaram tumores periféricos.
Dois (2,8%) desenvolveram osteossarcomas secundarios. Nas figuras 4 e 5

estdo apresentadas as distribui¢cdes dos tumores de acordo com classificacio.

60 -
o 501 47(72,3%
+~
=
O 40 -
[}
Na
«©
.S 30 -
[&]
[w]
@
S, 20 -
(O]
S0 9 (13,8%)
i 5 (7,6%
( o) 3 (4,6%) 1(1,5%)
0 | —
OSTEOBLASTICO CONDROBLASTICO FIBROBLASTICO TELANGECTASICO PEQUENAS CELULAS
osteossarcomas centrais
Figura 4 — Distribuicio dos osteossarcomas centrais de acordo com
classificac¢do histologica
3_
8 o
E 2(2.9% 2(2,9%
o 2 -
Na
«©
=
Q
o
S 11
o'
[0}
Ba)
0
periostal paraostal
osteossarcomas periféricos
Figura 5 - Distribuicdo de osteossarcomas periféricos de acordo com

classificac¢io
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5.6 Estadiamento
A distribuicdo dos pacientes de acordo com estadiamento inicial
estd apresentada na figura 6. Dos sessenta pacientes com tumores estadio I,

58 (96,66%) foram extracompartimentais.

70 -
2 60 - 58 (84%)
E
o 50 A
el
« 40 ]
o
g 30 |
@
3,20 -
(O]
=107 2209 0 2(2,9%) . 7 |(1:|°1 %)

0 L == —
1A IB A B A nB
estadio

Figura 6 — Distribuic¢do dos pacientes de acordo com estadiamento

5.7 Adesdo ao tratamento

Quatorze pacientes niao completaram o tratamento indicado. Seis
ndo foram submetidos a cirurgia: cinco por recusa e um por 6bito no periodo
pré—operatorio. Oito pacientes ndo completaram o tratamento quimioterapico
apo6s a cirurgia: sete, por 6bito antes do término do tratamento e um, por
abandono ap6s cirurgia de amputacdo. Assim, seis (8,6%) foram os que
efetivamente abandonaram o tratamento, com média de sobrevida apo6s o

diagnéstico, de nove £3,6 meses (trés a 14 meses).
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~
o
]

60 - 55 (79,7%)

H O
o O
1 1

14 (20,2%)

freqtiéncia absoluta

= N W
o O O o
1 1 1

completo incompleto
tratamento

Figura 7 — Distribui¢do dos pacientes de acordo com adesio ao tratamento

5.8 Protocolo de tratamento quimioterapico
A figura 8 representa a distribui¢do dos pacientes de acordo com
o protocolo de tratamento efetuado. Dois pacientes, com tumores bem

diferenciados, ndo foram submetidos a tratamento quimioterapico.

70 -
s 60
i 48 (69,5%)
o 50 -
1]
L0
s 40 -
8
5 30 A
(]
T 20 13 (18,8%)
(O]
—
< 10 2 (2,9%) 4 (5,8%) 2 (2,9%)
0 — |—| —
sem protocolo VI protocolo III protocolo II protocolo I
quimioterapia
protocolo quimioterapia
Figura 8 — Distribuicido dos pacientes de acordo com protocolo de

quimioterapia
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5.9 Cirurgia do tumor primario

A figura 9 expressa a distribui¢do dos pacientes de acordo com

cirurgia do tumor primario

[=2]
o
)

[$)]
o
1

45 (71,4%)

Y
o
1

freqiiéncia absoluta
w
o
1

20 - 18 (28,5%)
10 -
0
conservadora amputacao
cirurgia

Figura 9 - Distribuicio dos pacientes de acordo com cirurgia do tumor

primario

A média de sobrevida dos pacientes submetidos a cirurgia
conservadora foi de 58,6 +45,6 meses (5-183 meses). Os pacientes
submetidos a cirurgia de amputac¢io apresentaram média de sobrevida de 27,6
+18,5 meses (7-65 meses).

A relacdo entre cirurgia do tumor primario e resposta histologica
ao tratamento estd demonstrada na figura 10 e a tabela 1 expressa o resultado

do teste de Goodman aplicado a essa relacio.
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(3]
o
]

Hamputacido
Bconservadora
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a O O
1 1 1

28 (65,1%)
25 -

iiéncia absolut
w
o
1

: 15 (34,9%)
g 15 - 12 (80%)
—

5 - 3 (20%)

/I I/1IV

grau de necrose

Figura 10 — Grau de necrose e cirurgia do tumor primario

Tabela 1 - Grau de necrose e cirurgia do tumor primario analisado mediante

teste de Goodman

Procedimento grau de necrose grau de necrose resultado teste de
ciraurgico
/1 /v grau de necrose
amputacgio 12 (80%) 3 (20%) p < 0,01
conservadora 15 (34,9%) 28 (65,1%) p < 0,05

resultado do teste de
procedimento p < 0,01 p < 0,01

cirargico
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5.10 Complicac¢des do tratamento

Na figura 11 estido representadas as complicacdes advindas do

tratamento efetuado.

70 -

© 60 41 55(79,7%)

5

S 50 1

A

s 40 A

8

S 30 -

2

T 20 4

g

10 - 4 (5,8%) 6 (7,6]%) 4 (5,8%)
0 — 1 —

nenhuma infecc¢do recidiva septicemia
complicac¢des

Figura 11- Complicacdes do tratamento

Entre os 63 pacientes submetidos ao tratamento cirargico, seis
apresentaram recidiva local (9,5%) e quatro, infeccdo no sitio cirargico (6,3%).
Dos quatro casos de infeccdo, trés ocorreram ap6s colocacio de endoprotese
e um apods cirurgia de ressecc¢do e substituicio. Na figura 12 estido
quantificadas as complicacdes ocorridas em decorréncia do tratamento
cirurgico efetuado.

Cinco dos casos de recidiva local ocorreram apds colocacido de
endoprotese, totalizando 11,1% do total de cirurgias conservadoras e 12,8%
do total de cirurgias para colocacido de enduro. Apenas um caso (5,5%), de
recidiva ocorreu ap6s amputacio. Todos evoluiram para 6bito, com média de

sobrevida de 21,3 £13,5 meses (10-47).
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2 9 (90%)
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0
amputacao conservadora

cirurgia tumor primario
Figura 12 - Incidéncia de complica¢des de acordo com tipo de cirurgia

Dos seis pacientes com recidiva local, cinco apresentaram, na peca
cirargica, grau de necrose I/Il e um grau Il (Figura 13). A tabela 2 expressa o
resultado do teste de Goodman aplicado a relacio entre grau de necrose e

recidiva local.

10 -

g 8-

5

?

S 61 5 (83,3%)

<5 4 7

p=]

g

=2 1(16,6%)
0 | |

I nnv

grau de necrose

Figura 13 — Grau de necrose e recidiva local
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Tabela 2 - Grau de necrose e recidiva local analisado mediante teste de

Goodman.
grau de necrose grau de necrose
I/1 m/ v
recidiva 5 (18,5%) 1(3,3%)
ndo recidiva 22 (81,4%) 30 (96,6%)

p = 0,057

Dos quatro casos que apresentaram infeccido, todos foram

amputados, dois continuavam vivos e dois faleceram, um apos 20 e outro apés

35 meses do diagnostico.

5.11 Resposta histolégica a quimioterapia pré—operatoéria

A verificacdo da resposta histologica a quimioterapia pré-

operatoria foi realizada em 58 pacientes (84,0%) e os resultados apresentados

na figura 14.

40 -
[3+]
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o 30
0]
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g 20 A 16 (27,5%)
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&
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I I il IV
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Figura 14 - Distribuicio dos pacientes de acordo com grau de necrose
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5.12 Evolucio clinica

A figura 15 expressa a evolucio dos pacientes ao final do estudo.
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Figura 15 - Distribuicio dos pacientes de acordo com evolu¢io clinica

5.13 Expressio da proteina p53

A identificacdo da expressio da proteina pb3 e o indice de
apoptose foram realizados em 53 casos. O resultado do teste imuno-

histoquimico para proteina pb3 estd demonstrado na figura 16.
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Figura 16 — Resultado do teste imuno—histoquimico para proteina p53
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5.14 Indice de apoptose

A meédia do indice de apoptose foi de 13,4% £11,2% variando de

zero até 36%. Na figura 17 estdo apresentados os valores agrupados desse

indice

40 -
g 30 -
? 23 (45,3%)
e
g 20 -
= 14 (26,4%)
=) 11 (20,7%)
£ 10 -

4 (7,5%)
0 L 1 1 1
negativo 1% A 5% 6% a 10% > 10%

indice de apoptose

Figura 19 - Resultado do indice de apoptose

5.15 Analise da sobrevida

No grupo completo, de 69 pacientes, 29 (42,0%) estavam vivos ao
final do estudo, com média de seguimento de 76,4 +45,3 meses (19-183
meses) e quarenta (57,9%) faleceram, em média, 24,4 £20,4 meses (trés a 93
meses), apods o diagnostico. A taxa de sobrevida em cinco anos foi de 46,4% e
de 32,5% para dez anos.

No grupo de 45 pacientes, 25 (55,5%) estavam vivos ao final do
estudo, com média de seguimento de 80 £46,9 meses (25-183 meses) e vinte
(44,4%) faleceram, em média 34,5 £21,6 meses (13-93 meses), apo6s o
diagnoéstico. A taxa de sobrevida em cinco anos foi de 60,7% e de 44,3% para

dez anos.
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Figura 17 — Imuno-histoquimica para pb53. Células positivas com nucleos
corados em marrom escuro (aumento 400X)

Figura 18 — Imuno-histoquimica para pb53. Células positivas com nucleos
corados em marrom escuro (aumento 500X)



Qew'taolo 03

Figura 20 — Corte histologico processado para apoptose pela técnica de Tunel.
Células positivas com nucleos corados em marrom (aumento 400X)

Figura 21— Corte histologico processado para apoptose pela técnica de Tunel.
Células positivas com nucleos corados em marrom (aumento 500X)
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Tabela 3 - Analise univariada da sobrevida, de acordo com as curvas de
sobrevivéncia de Kaplan—-Meier e resultados dos testes de log-rank e Gehan-
Breslow para comparacio entre as curvas

média sobre sobre sobre sobre
5 sobre erro vida vida vida vida p p
variavel n vida padrdo cinco cinco dez dez anos log=  Gehan-
meses anos  anos erro  anos erro rank  Breslow
% padrio % padrio
. <19 38 70,6 13,5 44,1 8,15 24,1 9,9
idade >19 31 886 14,5 49,5 9,31 44,6 9,7 0,480 0,625
M 41 76.7 13.1 41,7 8,0 29,2 9,4 ,
Sex0 F 28 685 11,4 53,1 9,5 40,4 10,7 0,770 0,932
localizac¢io do fémur 33 68,2 12,7 41,8 8,7 28,9 8,6
tumor tibia 23 82,1 18,7 46,1 10,8 30,7 14,1 0,360 0,382
outra 13 109,4 24,0 59,3 14,3 59,3 14,3
fi ]
histologia osteoblastico 20 83,8 18,0 55,0 11,1 37,7 12,8 0,709 0,994
osteoblastico 49 79,6 12,3 42,8 7,3 33,0 8,3
I 2 - —- —- —- —- —-
estadio I 60 83,3 11,2 48,8 6,6 33,4 8.1 0,028 0,026
111 7 20,7 7,7 14,3 13,2 8,1 -
tratamento completo 55 98,8 12,0 58,2 6,8 40,8 9,2 < <0.001
incompleto 14 8,9 7,5 -—- - -——= -——= 0,001 ’
cirureia nao realizada 6 9.0 1,5 —-—= == —-—= —-—=
& amputagio 18 30,1 5,0 19,4 9.8 - - < <0.001
conservadora 45 103,2 13,3 63,4 7,3 44.0 10,0 0,001 !
complica¢des nio 55 92,2 12,0 54,9 6,8 38,5 8,8
tratamento sim 14 23,5 5,2 14,3 9,3 —-—= —-—= 0,001 0,002
grau necrose /1 27 13,9 63,2 33,3 9,0 23,8 8.6
I/1IV 31 15,3 109,4 69,5 8,5 50,6 13,1 0,004 0,006
roteina p53 negativa 30 80,8 15,4 41,4 9,2 35,4 9,6
P P positiva 23 68,1 15,8 52,5 10,4 18,3 14,2 0,743 0,427
menor 1 24 61,4 11,9 60,6 10,2 29,9 12,1
lab 11 43,5 9,6 39,8 16,3 —-—= ==
apoptose 6410 4 93.0 o o - . . 0,463 0,320
maior 10 14 66,6 20,6 35,7 12,8 26,8 12,3
sobrevida £rupo 69 806 10,5 46,4 6,1 32,5 7.6
completo
sobrevida pacientes s 1049 13,1 60,7 7.5 44,3 10,1

elegiveis
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5.16 Curvas de sobrevivéncia de acordo com método de Kaplan—-Meier
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Figura 22 - Sobrevida e idade dos pacientes
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Figura 23 — Sobrevida e sexo dos pacientes
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Figura 25 - Sobrevida e histologia predominante
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Figura 26 — Sobrevida e estadiamento
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Figura 27 — Sobrevida e adesio ao tratamento
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Figura 28 — Sobrevida e protocolo de quimioterapia indicado
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Figura 29 — Sobrevida e cirurgia tumor primario
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Figura 30 — Sobrevida e complicacdes do tratamento
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Figura 31 — Sobrevida e grau de necrose
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Figura 32 — Sobrevida e expressio da proteina pb53
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Figura 33 — Sobrevida e indice de apoptose
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Figura 34 — Sobrevida: grupo completo
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Figura 35 — Sobrevida: pacientes elegiveis
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6 DISCUSSAO

6.1 Casuistica

A andalise da distribuicdo e freqiiéncia das variaveis estudadas
mostra que a amostra estudada é semelhante as apresentadas na literatura
sobre osteossarcoma.

Como na maioria dos trabalhos, as variaveis, idade, sexo, tipo
histoloégico e localizacido do tumor, nio apresentaram associacdo com

sobrevida.

6.2 Estadiamento

Considerando o estadiamento inicial, a maioria dos pacientes
apresentava, ao diagnostico, tumores no estadio II e sete (10,1% do total de
pacientes) tumores no estadio IIIB, em acordo com o referido na literatura.
Embora o numero de pacientes com metastases ao diagnéstico seja
semelhante aos encontrados na literatura, foi inferior ao reportado por Rech
et al. (2004) e Petrilli et al. (2006), em trabalhos conduzidos no Brasil. Rech
et al. (2004) encontraram, ao diagnostico, doenca metastatica em 19 pacientes
(38%) e Petrilli et al. (2006), 20,9%.

A diferenca de freqiiéncia de pacientes com metéstases
pulmonares, pode ser atribuida a amostra estudada. Quando o estudo é
restrito somente a pacientes com tumores centrais e de alto grau, pode haver
em maior numero de pacientes com doenca avancada que aqueles que incluem
todos os tipos de osteossarcoma. Grande parte dos trabalhos sobre
osteossarcoma, sobretudo os que analisam protocolos de tratamento,
apresentam, somente, pacientes com tumores estadios II e III.

A diferenca também pode ser em conseqiiéncia do método utilizado

na deteccdo de metastases, especialmente as pulmonares. Neste trabalho,
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como a tomografia computadorizada nem sempre esteve disponivel, adotamos
a radiografia de torax biplanar, realizada em todos os pacientes, como
referéncia para a informacido da presenca de metastases pulmonares ao
diagnostico.

A tomografia computadorizada detecta pequenos nodulos nio
visualizados na radiografia convencional de térax e ¢ mais eficaz na
identificacio precoce de metastases pulmonares (Heare et al., 1989). No
entanto, pode demonstrar, falsamente, maior numero de pacientes com
metastases, pois é exame muito sensivel e pouco especifico e, por
conseqiiéncia, lesdes inflamatorias poderio ser interpretadas como metastases
(Garcia Filho et al., 2002a).

A maioria dos autores citados utilizou a tomografia do térax na
avaliacdo rotineira inicial dos pacientes com osteossarcoma em busca de
metastases pulmonares ao diagnoéstico (Kaste et al., 1999; Bacci et al., 2002c;
Petrilli et al., 2006; Varan et al., 2007).

Kager et al. (2003), que encontrou 11,4%, dos pacientes com
metastases ao diagnostico, utilizava radiografia plana nos pacientes avaliados
antes de 1991. A tomografia computadorizada era indicada, somente em
algumas situacdes, de acordo com a disponibilidade e tornou-se rotina apés
1991.

Em concordancia com a literatura (Mankin et al., 2004; Rech et al.,
2004; Mialou et al., 2005; McTiernan et al., 2006; Petrilli et al., 2006), foi
encontrada associacido, estatisticamente significante entre estadiamento e
prognoéstico, com pacientes com tumores estaddio III apresentando pior
prognostico. Nesta investigacdo, apenas um (14,2%) dos sete pacientes com
metastases pulmonares ao diagnostico continua vivo, cinco anos apos o

diagnoéstico inicial.
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6.3 Tratamento

Neste estudo, seis pacientes, correspondendo a 8,6% do total,
efetivamente abandonaram o tratamento,

Petrilli et al. (2006) reportaram que 6,7% dos pacientes nio
completaram o tratamento. Chybicka et al. (1998) relataram que apenas um
(3,5%) de 28 pacientes recusou-se a continuar o tratamento. Howard et al.
(2007) relataram taxa de abandono de 8%, quatro do total de 50 pacientes.

Neste estudo, assim como identificado por Petrilli et al. (2006), os
pacientes que abandonaram o tratamento foram os que haviam recebido
indicacdo para amputacio em razido da grande dimensio tumoral ou da
progressio da doenca em vigéncia de quimioterapia.

Petrilli et al. (2006) atribuiram a recusa a amputac¢do as crencas
culturais. No entanto, a reversio na expectativa, causada pela mé resposta
obtida com o tratamento, também poderia influenciar na decisdo de abandonar

0 tratamento.

6.3.1 Tratamento quimioterapico

Sessenta e sete pacientes receberam quimioterapia previamente a
cirurgia conforme protocolo estabelecido, que variou de acordo com a época
do diagnoéstico. Sendo assim, quatro diferentes protocolos de tratamento
foram aplicados durante o periodo de observacio.

Comparando resultados do tratamento quimioterdpico, do protocolo
trés com o quatro, foi identificada diferenca estatisticamente significante
(p=0,00132) somente com a aplicacdo do teste de Gehan-Breslow, que se
aplica mais acuradamente a anéalise das curvas em seu inicio.

Dos quatro pacientes tratados conforme o protocolo quatro, trés
faleceram por complica¢des de natureza séptica determinando, nesse grupo,

média de sobrevida muito baixa (12,2 meses), provavelmente em virtude das
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complicacdes e nido da aplicacdo do tratamento. Assim, é recomendada

Investigacdo com numero maior de amostras e maior tempo de observacio.

6.3.2 Tratamento cirirgico

O tipo de cirurgia realizada para a ressecc¢ido do tumor primaério
apresentou associacio significante com sobrevida.

Pacientes submetidos a cirurgia conservadora apresentaram tempo
de sobrevida mais longo que pacientes submetidos a amputacido. Entretanto, o
tipo de cirurgia realizada, ¢ indicador indireto de prognostico. Atualmente as
cirurgias de amputacdo e desarticulacdo sdo mais indicadas para pacientes
com tumores avancados, geralmente de grande volume, ou que nio
responderam ao tratamento quimioterdpico neo—adjuvante.

Por meio do teste de Goodman (Goodman 1964, 1965), verificamos
associacio significativa (p<0,05) entre procedimento cirargico e o grau de
necrose. Os graus de necrose I/Il foram associados a maior numero de
pacientes amputados que a cirurgia conservadora e o contrario ocorreu com
os graus de necrose III/IV. Também ¢ mais fregilente o procedimento de
amputacio na ocorréncia de graus I/Il enquanto que a cirurgia conservadora é
mais freqiiente nos graus III/IV. Estes resultados sfo indicativos de que, para
a maioria dos pacientes submetidos a amputacido, o tratamento quimioterapico
pré—operatorio foi pouco efetivo.

No presente estudo, 63 pacientes aceitaram o tratamento cirargico
proposto. Desses, 45 (71,4%) foram submetidos a ressec¢do do tumor com
preservacido do membro acometido. Nos demais foi realizada a amputacido ou a
desarticulacio.

O aumento do numero de cirurgias conservadoras pode ser
constatado na maioria dos trabalhos da literatura. Petrilli et al. (2006) refere

taxa de 65,8% de cirurgia conservadora. A taxa de amputacio foi de 34,1%.
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Em trabalho publicado em 1991 (Petrilli et al., 1991) relataram taxa de
cirurgia conservadora de 38,4%.

De maneira semelhante, Bacci et al. (2005b) constataram que, de
1972 a 1999, a taxa de cirurgia conservadora aumentou de 20% para 71%.
Ferrari et al. (2005) relataram taxa de cirurgia conservadora superior a 90%

em pacientes portadores de osteossarcoma de extremidades tratados entre os

anos de 1997 e 2000.

6.3.3 Complicacdes do tratamento

As complica¢des mais graves e freqiientes encontradas no decorrer
do tratamento foram choque séptico, recidiva local e infeccdo no sitio
clrurgico.

Dos 67 pacientes submetidos a tratamento quimioterapico,
completo ou incompleto, quatro (5,9%) morreram por choque séptico. Petrilli
(2005), relatou que 15 pacientes faleceram devido a toxicidade da
quimioterapia, o que totaliza 13,6% de todos os obitos. Ferrari et al. (2005)
observaram que apenas 1,6% dos pacientes faleceram em decorréncia da
toxicidade do tratamento. Bacci et al. (2003) relataram somente um Obito, em
46 pacientes (2,1%), decorrente da toxicidade da quimioterapia.

Entre os 63 pacientes que foram submetidos a tratamento
cirargico, dez (15,8%) apresentaram complicacdes, seis com recidiva local
(9,5%) e quatro com infecc¢ido no sitio cirurgico (6,3%).

Todos o0s casos de infeccdo aconteceram apds cirurgia
conservadora, sendo trés apds colocacido de endoprotese e um apods cirurgia
de ressecc¢do e substituicdo, resultando em taxa de 6,3% do total de cirurgias
e 8,8% do total de cirurgias conservadoras.

Encontramos, neste trabalho, taxas de infeccio ligeiramente mais
baixas que as relatadas pela literatura. Marina et al. (2004) reportam que, em

pacientes com osteossarcoma submetido a cirurgia para colocacio de
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endoproteses, ¢é grande o risco de infeccdo, com taxas de até 35%.
Wirganowicz et al. (1999) relatam taxas de infeccdo em 13%. McDonald et al.
(1990) consideram a infeccio como complicacio mais comum e relatam taxa
de 11,8%. Mankin et al. (2004) constataram taxa de infec¢fo cirurgica de 10%.

A ocorréncia de infeccio em cirurgia, em pacientes portadores de
osteossarcoma, sobretudo naqueles com quimioterapia prévia com
necessidade de se manter tratamento quimioterapico no pos—-operatorio, €
motivo de constante preocupacdo entre os cirurgides oncologicos. Na
ocorréncia de infeccdo e diante da necessidade de retomar o tratamento
quimioterapico é imperativo que se tome, o mais breve possivel, a decisio
pelo tratamento definitivo e resolutivo do processo infeccioso, o que pode
significar amputacio do membro acometido.

Todos os pacientes deste estudo, com infec¢do local sofreram
amputacio. Dois permanecem vivos e dois morreram, em média, 27 meses
ap6s o diagnostico.

Lee et al. (2002) relataram ocorréncia de infeccio em 12,4% dos
pacientes submetidos a colocacdo de endoprotese. Constataram o
desenvolvimento de metastases pulmonares em pacientes com infecc¢io no
sitio cirurgico cuja quimioterapia foi postergada ou interrompida e, por esse
motivo, consideraram infec¢ido local como fator de mau prognéstico.

As taxas de recidiva local, em relacio ao numero de pacientes
operados, ao numero de pacientes submetidos a cirurgia conservadora e a
colocacio de endoprotese foram, respectivamente, 9,5%, 11,1% e 12,8%. Do
total de cirurgias de amputacio realizadas, apenas um caso (5,5%) apresentou
recidiva local.

Bacci et al. (1998c¢, 2006a) reportaram taxas de recidiva local em
relagcdo ao numero total de pacientes operados de 6% e 4,8%. Rodriguez-
Galindo et al. (2004) relataram taxa 4% a 10%, enquanto Mankin et al. (2004)
mostraram que 4% dos pacientes desenvolveram recorréncia local. Grimer et

al. (2002), em analise de pacientes submetidos a tratamento, em trés centros
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de referéncia, encontraram taxas de recidiva local, em relacdo ao numero de
cirurgias conservadoras, de 13,3%, 6,8% e 2,5%, Wirganowicz et al. (1999),
por sua vez, encontraram 14% e Picci et al. (1994), 7%.

No Brasil, Petrilli (2005) reportou 21 casos de recidiva local em
202 pacientes (10,3%). Dos 133 pacientes submetidos a cirurgia
conservadora, 19 (14.2%) apresentaram recidiva local. Quatorze ocorreram
em pacientes que receberam endoproétese, representando 14,4% de recidiva
para esse tipo de cirurgia. Atribuiu as taxas mais altas encontradas a
dificuldade de se aceitar, dentro da cultura brasileira, a proposta de
amputacio do membro acometido.

Bacci et al. (1998c, 2006a) e Rodriguez-Galindo et al. (2004)
relacionaram recorréncia local & ma resposta ao tratamento quimioterapico.
Para Picci et al. (1994,1997), a mais forte associacido com recorréncia local é
a resposta a quimioterapia, seguida por margens cirurgicas inadequadas.

Neste trabalho, dos pacientes que apresentaram recidiva local,
cinco (83,3%) apresentaram, na peca cirtargica, grau de necrose I/Il e apenas
um, grau III. Embora ndo tenha sido possivel demonstrar associac¢do
estatisticamente significante entre grau de necrose e recidiva, o valor de p =
0,057, evidencia tendéncia de recidiva nos pacientes que apresentaram baixo
grau de necrose pos—tratamento quimioterapico neo—adjuvante.

Habitualmente, a maioria dos pacientes com recorréncia local é,
posteriormente, submetida a amputacido. Esses pacientes apresentam risco,
significativamente maior, de desenvolver metdstases pulmonares e de morte,
em virtude da progressdo da doenca (Wirganowicz et al., 1999; Rodriguez-
Galindo et al., 2004; Bacci 2006a).

As taxas de mortalidade em pacientes com recorréncia local sdo
altas. Mankin et al. (2004) relataram que, entre vinte pacientes que
desenvolveram recorréncia local, somente seis sobreviveram. Bacci et al.
(1998c) relataram 87% de mortalidade e no estudo conduzido por Scully et al.

(1996) todos os pacientes que desenvolveram recorréncia local, faleceram.
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Da mesma forma, neste trabalho, todos os pacientes com
recorréncia local, mesmo posteriormente amputados, faleceram em média 21,3

meses (£13,6) apos o diagnostico.

6.4 Resposta histologica a quimioterapia pré—operatoéria

A resposta histologica a4 quimioterapia pré-operatoria é
considerada um dos fatores prognosticos mais importantes nos
osteossarcomas. No entanto, ndo permite identificar, ao diagnostico, quais
pacientes responderido efetivamente ao tratamento proposto, pois s6 pode ser
avaliada apods o inicio do tratamento (Davis et al., 1994; Bielack et al., 2002).
A limitacdo fica ainda maior com a constatacido de que as terapias alternativas
ou de resgate, indicadas no periodo p6s—operatoério, para pacientes com grau
de necrose inferior a 90%, nio foram capazes, com raras excecgodes, de
melhorar o curso clinico desses pacientes (Meyers et al., 1992; Bacci et al.,
1993; Marina et al., 2004; Man et al., 2005; Petrilli et al., 2006).

Pelo critério de Huvos (1991), a quantidade de necrose induzida
pela quimioterapia pré-operatoria ¢é agrupada em quatro graus, porém
considera—se que pacientes com mais de 90% de necrose na peca tumoral
ressecada (graus de necrose III e IV) apresentam melhor prognostico que
pacientes com tumores com menos de 90% de necrose na peca de resseccio
(graus I e 1) (Entz—-Werle et al., 2003; Mankin et al., 2004; Rech et al., 2004;
Petrilli et al., 2006).

Considerando—se todos os protocolos de tratamento e, nos
pacientes em que a analise foi possivel, identificou—se 31 pacientes (53,4%),
com resposta favoravel (graus II/IV) e 27 pacientes (46,5%) com resposta
desfavoravel (graus I/ID).

Na analise efetuada, grau de necrose apresentou associacio
estatisticamente  significante com sobrevida, confirmando resultados

previamente publicados.
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6.5 Sobrevida

As taxas de sobrevida referentes aos pacientes com
osteossarcoma variam de acordo com a amostra e caracteristicas dos
tumores. Provavelmente, em virtude dessa diversidade, as taxas de sobrevida
sdo referidas na literatura em percentuais muito diferentes (Bacci et al., 2002
a,b, 2004b; Bielack et al., 2002; Varan et al., 2007).

A analise da taxa de sobrevida foi realizada considerando—-se dois
grupos. Grupo A, constituido por todos os pacientes com diagnostico de
osteossarcoma que se apresentaram para tratamento nos dois hospitais.
Grupo B, constituido por pacientes portadores de osteossarcoma de alto grau,
de extremidades, virgens de tratamento, estadio IIB e que realizaram todo o
tratamento, determinando—-se assim, grupo mais homogéneo, para comparac¢io
com a literatura.

No grupo A, a taxa de sobrevida média foi de 80,6 meses (£10,5).
A sobrevida atingiu 46,4% (£6,1) em cinco anos e 32,5 (£7,6) em dez anos.
No grupo B, a taxa de sobrevida média foi de 104,9 meses (£ 13,1). A
sobrevida atingiu 60,7% (£7,5) em cinco anos e 44,3% (£10,1) em dez anos.
As diferencas entre os grupos sido explicadas pelas diferencas na amostra. A
exclusdo, no grupo B, dos pacientes com tumores metastaticos ao diagnoéstico
e dos pacientes que nio completaram o tratamento, fatores de mau
prognostico, determinou aumento da taxa de sobrevida.

Bielack et al. (2002) encontraram taxas de sobrevida em cinco,
dez, e 15 anos, de 65,3%, 59,8%, e 57,3%, respectivamente, em pacientes com
idade inferior a 40 anos, com osteossarcoma primario, central, no
metastatico, tratados antes de 1998, com regimes terapéuticos diferentes.

Rech et al. (2004) relataram, em pacientes com osteossarcoma de
alto grau tratados entre 1992 e 2001, probabilidade de sobrevida em cinco

anos, de 33,2% £7,2%, com média de seguimento de 36,7 meses (6-126).
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Petrilli et al. (2006) reportaram taxas de sobrevida em cinco e dez
anos para pacientes com menos de 25 anos de idade, portadores de
osteossarcoma de extremidades e de alto grau, tratados entre 1991 e 1996 e
entre 1996 e 1999, de 54,2% e 50% e de 48,3% e 43,5%, respectivamente. Em
andlise incluindo todos os estudos, excluindo os pacientes metastaticos, a
probabilidade de sobrevida em cinco e dez anos aumentou para 60,5% e
55,2%, respectivamente.

Damron et al. (2007) consideraram pacientes com diagnostico de
osteossarcoma tratados em diferentes regimes terapéuticos no periodo entre
1985 e 1998 e encontraram taxa de sobrevida de 53,9% para todos os
pacientes. Por sua vez, Varan et al. (2007) reportaram taxa de sobrevida de
32,6% para todos os pacientes e de 41,7% para os portadores de tumores nio
metastaticos, com média de seguimento de 64,2 meses, em pacientes
submetidos a diferentes esquemas de tratamento entre 1985 a 2004.

Os resultados da anilise de sobrevida dos dois grupos foram

semelhantes aos relatados na literatura.

6.6 Expressio da proteina p53

6.6.1 Metodologia

H4a dois métodos mais utilizados para detec¢do da proteina pb3:
imuno-histoquimico e pesquisa de mutacio ap6s amplificacio do DNA pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Pinho, 2000).

O método imuno-histoquimico permite a visualizacdo direta, por
microscopia optica, da quantidade de proteina p53 existente nas células, pela
coloracio dos anticorpos especificos. Essa técnica esta disponivel em grande
parte dos laboratorios de referencia em Anatomia Patologica e deve ser

analisada considerando-se as limita¢des (Pinho, 2000).
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A pesquisa da mutacido do gene 7755 pelo método do PCR ¢é mais
precisa, pois permite que se faca a analise da seqiiéncia especifica dos pares
de bases existentes no gene. E mais cara, demorada e de dificil aplicabilidade
em larga escala, porém, mais sensivel (Pinho, 2000).

No presente estudo utilizou—-se a técnica imuno-histoquimica, que
pode ser empregada tanto em bidpsias, quanto em espécimes cirargicos ja
processados e incluidos em blocos de parafina, para o estudo histopatologico
convencional, o que torna possivel a realizacdo de estudos retrospectivos
(Pinho, 2000). E apropriada, também, para a comparacio de resultados, pois a
maioria dos trabalhos prévios utilizou o estudo imuno-histoquimico (Klumb &
Cavalcante Junior, 2002).

Segundo Ribeiro Junior et al. (2000) e Ribeiro Junior & Safatle-
Ribeiro (2006), é preciso cautela em relacdo as conclusdes, uma vez que a
deteccido da proteina pb3 pelo método imuno-histoquimico ndo reflete,
necessariamente, a ocorréncia de mutacio no gene 7P55.

A presenca de coloracdo positiva para pb3 ndo implica,
necessariamente, em mutacdo. Podem ocorrer disfun¢cdes nessa proteina,
causadas por mecanismos nio relacionados a alteracdo do gene. Pettit et al.
(2001) observaram a existéncia de alteracdes na proteina p53 em leucemias
com gene normal. Mousses et al. (1996) encontraram p53 positivo em quatro
sarcomas sem mutacido detectavel nos genes. Além disso, a proteina detectada
nem sempre é mutante. Proteinas selvagens podem se acumular em algumas
células apds exposicdo a agentes que lesam o DNA e os anticorpos anti pb3,
correntemente usados em imuno-histoquimica, podem ndo distinguir a forma
mutante da selvagem (Fett—-Conte & Salles, 2002; Klumb & Cavalcanti Juanior,
2002; Pakos et al.,, 2004). Da mesma maneira, nem todas as mutacdes
determinam proteinas estaveis, pois mutacdes do tipo nonsense podem gerar
proteinas truncadas e instaveis, nio detectadas pela imuno-histoquimica

(Klumb & Cavalcanti Junior, 2002; Pakos et al., 2004).
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Para Wunder et al. (2005), em trabalho com pacientes portadores
de osteossarcoma, a analise molecular é melhor que a imuno-histoquimica,
que identifica somente mutacdes do tipo missense.

Pakos et al. (2004), em revisfo sistematica com metanalise de 16
estudos com 499 pacientes, com utilizacdo da técnica de imuno-histoquimica,
PCR e imuno-histoquimica mais PCR, verificaram que, nem a expressdo da
proteina pb3 detectada por imuno-histoquimica e nem a detectada por PCR
em pacientes com osteossarcoma, foram capazes de identificar bons ou maus
respondedores a quimioterapia. No entanto, nos estudos que avaliaram
alteracdes no gene 77753 foi encontrada discreta associacido com pior
sobrevida em dois anos, fato que nio foi evidenciado na analise pela imuno-—
histoquimica.

Mousses et al. (1996) verificaram, por método imuno—histoquimico,
a expressido da proteina pb3 comparativamente aos resultados do DNA e
encontraram incremento da expressido da proteina p53 em oito, dos nove
tumores com mutacio no gene 7755.

Bodey et al. (1997) utilizaram antigenos imuno—histoquimicos para
investigar a ocorréncia de proteina pb3 mutante em 43 amostras de
osteossarcomas primarios e sugeriram que alteracdes na proteina p53 podem
ser detectadas precocemente pelo método imuno-histoquimico em varias
neoplasias humanas, inclusive osteossarcomas.

Segundo Ribeiro Junior et al. (2000) e Ribeiro Junior & Safatle—
Ribeiro (2006), existe associacdo entre hiperexpressio da proteina pb3 e

mutacdo do gene, especialmente quando ocorre coloracio intensa.

6.6.2 Resultados

A freqiiéncia de mutacgdes no gene 7755 e de proteina p53 positiva
em pacientes com osteossarcoma primaério, relatada por diferentes autores,

varia de 3% a 100%, de acordo com a metodologia utilizada e amostra
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analisada (Bodey et al., 1997; Strauss et al., 1992; Toguchida et al., 1992;
Ueda et al., 1993; McIntyre et al., 1994; Guo et al., 1996; Tsuchiya et al.,
2000; Ferrari et al., 2004).

No presente estudo encontrou—se reac¢io positiva para a proteina
pb3 em 43,3% das amostras, em concordancia com a literatura e com a
hipétese de que a inativacdo da pd3, é evento comum e precoce nos
osteossarcomas (Bodey et al.,, 1997; Yokoyama et al., 1988; Diller et al.,
1990; Miller et al., 1990; Chandar et al., 1992; Strauss et al., 1992; Yamaguchi
et al.,, 1997; Radig et al., 1998; Gokgoz et al., 2001; Patiio—Garcia et al.,
2003).

No entanto, ndo fol encontrada associacio entre expressdo da
proteina p53 e sobrevida, em acordo com os achados de Lonardo et al.
(1997); Goto et al. (1998); Radig et al. (1998); Gorlick et al. (1999); Serra et
al. (1999); Kakar et al. (2000); Oda et al. (2000); Trieb & Kotz (2001) e Pakos
et al. (2004) e em desacordo com outras referéncias como Guo et al. (1996);
Hasegawa et al. (1997); Papai et al. (1997); Uozaki et al. (2000); Park et al.
(2001); Kawaguchi et al. (2002) e Ferrari et al. (2004), que mostraram que a
expressio da proteina pb3 em pacientes portadores de osteossarcoma pode
ser relacionada a sobrevida.

Essa variacdo de resultados foi atribuida por Gokgoz et al. (2001)
as diferencas na metodologia de verificacio da expressio da proteina, a
sensibilidade dos ensaios moleculares, a4 extensido das andlises e ao tamanho
da amostra. Para Klumb et al. (2002), a dificuldade em se normatizar a
metodologia, além da provavel subjetividade na interpreta¢do dos resultados,
podem explicar as discrepancias entre os diferentes estudos. Os resultados
podem diferir dependendo do anticorpo monoclonal utilizado, metodologia de
incubacdo, variacido na forma de recuperac¢io antigénica e condi¢cdes adversas
na fixac¢do do tecido.

Além do acima discorrido, de acordo com Soussi (2005), a

inativacdo do gene 7FP53 no cancer humano ¢é processo complexo e
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heterogéneo que pode fazer de cada tumor uma entidade tnica, dependente do
tipo de tecido, das propriedades da proteina pb3 mutante e do perfil genético
do paciente e do tumor. Embora a grande maioria dos trabalhos publicados
sugira alguma existéncia de associa¢do entre a proteina pb3 e céancer, a
multiplicidade de mutacdes e respectivas propriedades tornam essa analise
complexa em termos clinicos, biolégicos e de prognostico. Os eventos para a
inativacdo e mutacdo do gene 77755 sio muito mais complexos do que o
modelo simplista proposto nos anos 90, no qual, a mutacio do gene seria
sindbnima da perda completa de atividade e o bastante para permitir o
desenvolvimento tumoral. A perda dessa funcio é muito heterogénea; alguns
genes mutantes conservam sua atividade parcialmente e outros a perdem
completamente. Adicionalmente, sdo relatados polimorfismos naturais
distribuidos heterogeneamente na populacdo e que podem alterar a resposta
do gene 7753 em individuos normais, pois niao apresentam exatamente as
mesmas propriedades. Este polimorfismo leva a expressdo de proteinas p53
distintas, com arginina e prolina no cédon 72 e apresenta, por razdes ainda
desconhecidas, distribuicdo heterogénea na populacdo em geral e estd
presente em 16% da populacio escandinava e em 63% por cento da populacio
nigeriana. Os dois tipos de proteinas selvagens, pb53a¢ € D53pro, NAO
apresentam exatamente as mesmas propriedades; a pb53a tem maior atividade
apoptotica e estd mais associada a sindrome de Li—Fraumeni e a sarcomas
esporadicos.

Os resultados obtidos no presente trabalho e a revisido da literatura
possibilitam que se concorde com Soussi (2005) que considera incerta a
relevancia clinica da mutacio do gene 7P53 e com Gokgoz et al. (2001), que
afirmaram que o valor preditivo da proteina p53 em pacientes com

osteossarcoma necessita de andalises prospectivas.
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6.7 Indice de apoptose

6.7.1 Metodologia

Existem varias técnicas de avaliacdo, estudo e quantificacio da
apoptose em cortes histolégicos, todas com vantagens e limitacdes. A
deteccido de células apoptoticas pode ser baseada na morfologia celular,
técnicas histoquimicas e bioquimicas do DNA fragmentado, eletroforese de
DNA em gel de agarose, coloracdo com corantes fluorescentes, por citometria
de fluxo ou pela deteccido de proteinas que se expressaram durante o
processo apoptotico (Kelly et al., 2003).

A microscopia eletronica permite reconhecer e quantificar a
apoptose pela identificacido direta de alterac¢des caracteristicas das células em
apoptose, ou seja, fragmentacio do DNA, condensacio da cromatina,
compactacdo de organelas citoplasmaticas e protuberancias pedunculadas da
superficie celular (Grotzer et al., 2001). Esse método é limitado, pois, o
padrdao morfologico pode se alterar em funcdo de diferentes respostas,
diferentes células e tecidos, diferentes mecanismos de lesio ou de diferentes
vias apoptoéticas utilizadas pela célula (Grotzer et al., 2001). Adicionalmente,
0S corpos apoptoticos com diversas formas, podem ser visualizados somente
uma a trés horas antes de serem completamente fagocitados. Por ultimo,
muito tempo e destreza sio requeridos para o preparo dos cortes utilizados na
microscopia eletrdonica e para que ndo haja falhas quando for necessaria a
contagem de grande quantidade de células (Gavrieli et al., 1992).

A microscopia 6ptica com coloracido pela hematoxilina e eosina
permite reconhecimento das células apoptoéticas, pois, fornece informacodes
acerca do tamanho da célula, contorno celular, condensacio da cromatina e
formacdo de corpos apoptoticos (Gavrieli et al., 1992). No entanto, essa
analise é subjetiva, requer muito tempo e esti sujeita as mesmas limitag¢des

advindas da transitoriedade da aparéncia dos corpos apoptoticos, sendo
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também passivel de falha quando for necessaria a contagem de grande
quantidade de células. Além disso, exige muito cuidado para que nio se
confunda a infiltracdo linfocitaria do tecido com nucleos de cromatina
condensada dos corpos apoptoticos (Grotzer et al., 2001; Kelly et al., 2003;
Pereira et al., 2003).

Neste estudo foi utilizado método histoquimico conhecido como
Tunel, para verificar a ocorréncia de apoptose nas biopsias de
osteossarcomas. Essa técnica, inicialmente descrita por Gavrieli et al. (1992),
¢ freqiientemente utilizada para a deteccido de apoptose e foil utilizada na
maioria dos estudos, facilitando a comparacio dos resultados.

A técnica do Tunel detecta as alteracdes bioquimicas inicials que
ocorrem nas células apoptoticas antes que se manifestem alteracdes
morfologicas. O DNA nuclear do material histolégico é submetido a tratamento
proteolitico e fragmenta—-se. A enzima TdT marca o DNA fragmentado,
particularmente, a porc¢do terminal 3'-OH e a avidina peroxidase acentua essa
marcacido, permitindo identificacdo imuno-histoquimica das células em
apoptose por microscopia oOtica (Gavrieli et al., 1992).

A grande aceitacio e utilizacdo dessa técnica decorrem da
facilidade em aplicd-la, bem como da sensibilidade e da possibilidade de
quantificar as células em apoptose. E simples, resolutiva, de facil reproducio
e pode ser feita com material de bidpsias ou espécimes cirargicos ja
processados e incluidos em blocos de parafina (Gavrieli et al. 1992; Kelly et
al., 2003; Pereira et al., 2003). Embora a enzima TdT seja mais seletiva para
detectar células apoptoéticas que necroéticas, por se tratar de método ndo
especifico pode nio discriminar as células apoptoéticas das necroticas ou ainda,
marcar nucleos de células nido apoptoticas (Gavrieli et al., 1992).

Segundo Kelly et al. (2003), a sensibilidade do método varia entre
61% e 90%, a especificidade pode alcancar 87%, mas decresce para 70%

quando a necrose predomina no material em estudo. Ainda assim, é o método
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mais freqilentemente utilizado e essas limitacdes devem ser consideradas na

anélise dos resultados.

6.7.2 Resultados

A quantidade de células em apoptose nos tecidos é comumente
expressada pelo “indice de apoptose” ou IA. Esse indice é definido como a
quantidade de células apoptoticas em relagdo ao total de células tumorais
presentes ou ao numero de campos analisados, ou a area estudada expressa
em mm®.

Adotamos neste trabalho, o indice que resulta do produto da
divisdo entre o numero de células apoptoticas e o total de células tumorais
contadas (duzentas) e multiplicadas por cem, para expressio em porcentagem.
Por se tratar de material de bi6épsias, na maioria das vezes escasso, esse foi o
nimero minimo de células tumorais possiveis de serem contadas em todas as
amostras analisadas. Sugamura et al. (1998), utilizaram mil células, Grotzer et
al. (2001), cem, Shibakita et al. (2000), entre mil a duas mil células e Wu et al.
(2004), definiram o IA em funcdo do numero de células apoptéticas presentes
em quinhentas células.

A média do indice de apoptose no presente trabalho foi de 13,4%
+11,2% variando de zero até 36%. Apesar de ter sido encontrado apoptose no
material estudado, ndo foi identificada associacido entre indice de apoptose e
sobrevida.

Conforme comentado na revisdo da literatura, varios autores
consideraram haver associag¢do entre apoptose e prognostico, para os mais
diferentes tumores, sobretudo, carcinomas. Da mesma forma, progndésticos
bons e ruins sido associados, simultaneamente, a valores de indice de
apoptose altos e baixos.

Os trabalhos analisados apresentaram grande variagio no numero

de sujeitos, os tumores estudados nio estavam no mesmo estadio clinico, as
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opcoes de tratamento foram diferentes e a investigacdo das células em
apoptose ocorreu em momentos distintos da progressio tumoral, desde a fase
de pré-tratamento até pos—tratamento quimioterapico, radioterapico e
cirurgico. Além disso, a quantificacio e identificacdo das células foram
realizadas com métodos diferentes.

A anélise comparativa dos resultados de trabalhos que utilizam
metodologias diferentes deve ser feita com cuidado, em virtude da variacio da
sensibilidade e especificidade do método que cada estudo utiliza.

Para Pakos et al. (2004), a variacio dos resultados encontrados
ocorre em decorréncia do tamanho da casuistica, na maioria das vezes, de
tamanho modesto, e pela inevitavel variedade dos métodos utilizados.

Outro fator que contribui para a aparente discrepancia de
resultados é a inexisténcia de parametros que definam indice de apoptose alto
ou baixo (Grotzer et al., 2001).

Entre os trabalhos que analisam apoptose e osteossarcoma,
Pompetti et al. (1998) e Rytwinski et al. (2004) encontraram associacido entre
ocorréncia de apoptose pés—quimioterapia e prognostico, sendo a ocorréncia
de apoptose, indicadora do efeito da quimioterapia sobre as células tumorais e
tal como o grau de necrose tornaria limitada a aplicacdo, poils, nio
identificaria, ao diagnoéstico, quais pacientes teriam boa ou mé resposta ao
tratamento.

Apenas Wu et al. (2004) analisaram a ocorréncia de apoptose pré-
tratamento, e encontraram associacdo entre indices de apoptose mais
elevados com sobrevida maior que trés anos.

Adotamos neste trabalho, assim como Wu et al. (2004), a técnica
de Tunel para verificacdo da ocorréncia de apoptose em espécimes de
biopsias pré—tratamento e, também, os mesmos critérios, adotados pelos
autores, para agrupar os indices de apoptose identificados. Porém, nio foi
observada associac¢ido entre indice de apoptose e sobrevida. A diferenca pode

ser atribuida a provavel subjetividade na interpretacdo da leitura das laminas;
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as condic¢des de preservacido dos tecidos fixados; a quantidade de necrose
presente nos tecidos estudados, fator que pode diminuir a especificidade do
método para determinacio de células em apoptose, e os, ja relatados,
polimorfismos naturais, de distribui¢cdo heterogénea na populacio em geral,
que podem alterar a resposta do gene 7753 em individuos normais e,
conseqilentemente, modificar a quantidade de células em apoptose.

Ainda que ndo tenhamos encontrado associacido entre indice de
apoptose e expressio da proteina pb3 com sobrevida, as perspectivas com a
biologia molecular se mantém. Ensaios clinicos prospectivos e multi—-
institucionais, para investigacdo de maualtiplos aspectos moleculares em
conjunto com varidveis clinicas e anatomopatolégicas, rigorosamente
planejados, com grande numero de pacientes, tempo longo de seguimento,
metodologia controlada e protocolos padronizados, podem contribuir para
elevar a sobrevida de maior numero de pacientes portadores de

osteossarcoma.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos progressos alcancados no tratamento de pacientes
portadores de osteossarcoma, o prognostico permanece incerto e o
tratamento penoso.

A aplicacdo da mesma terapéutica, para a maioria dos pacientes,
fundamentada tdo somente no diagnoéstico clinico, radiologico e histologico
parece nido ser mais suficiente para elevar o numero de pacientes que
apresentardo sobrevida mais longa.

Busca-se, como alternativa, aplicar  tratamentos mais
individualizados, de acordo com caracteristicas do paciente e da doenca. Mas,
ainda ndo ha como identificar, antes do inicio do tratamento, quais pacientes
deverdo ser submetidos a terapias diferenciadas, com excec¢do dos que se
apresentam com metastases ao diagnéstico, a minoria.

Os conhecimentos sobre a biologia molecular melhoraram o
entendimento sobre os multiplos aspectos da carcinogénese. No entanto,
embora, as perspectivas permanec¢am, nio houve até agora, beneficios para
prevencio, diagnostico, tratamento e seguimento dos pacientes com
osteossarcoma.

Neste trabalho, com casuistica de 69 casos de osteossarcoma com
caracteristicas clinicas e epidemioldégicas semelhantes aos relatos da
literatura, foi iInvestigada a possivel associacdo entre fatores clinicos,
epidemiolbgicos, histopatologicos e imuno-histoquimicos com o prognostico;
porém as respostas ndo foram diferentes daquelas j4 relatadas na literatura.

Talvez, somente um fator ndo seja suficiente para predizer curso
clinico dos pacientes com osteossarcoma. Em decorréncia dos maultiplos,
complexos e iInterdependentes eventos do processo carcinogénico,
provavelmente, varios fatores devam ser considerados simultaneamente.

O osteossarcoma, felizmente, é doencga rara. Mesmo para servigos

de referéncia, é preciso muito tempo para formar casuistica suficientemente
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grande e com longo periodo de observacido para respostas mais definitivas.
Essa limitacdo poderia ser superada com trabalhos multi—institucionais, que
analisassem aspectos moleculares e varidveis clinicas, epidemiologicas e
anatomopatologicas, conjuntamente, na tentativa de contribuir mais
efetivamente com estratégias eficazes para melhorar as taxas de sobrevida e

beneficiar maior niumero de pacientes portadores de osteossarcoma.
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8 CONCLUSAO

De acordo com a casuistica, metodologia e resultados, fol possivel
concluir que:

a) as variaveis, idade, sexo, tipo histologico e localizacdo do tumor nio
apresentam associa¢do com prognoéstico;

b) pacientes com tumores estadio IIl, cirurgia de amputacido, abandono de
tratamento e advento de complica¢des, sobretudo, recidiva local, sido
associados a mau prognostico;

c) grau de necrose apresenta associacdo estatisticamente significante
com prognostico;

d) houve ocorréncia de apoptose e expressio da proteina p53 mutante nas
fases iniciails do osteossarcoma, porém sem assocliagio com

prognostico.
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Quadro 6 — Caracteristicas da casuistica estudada (casos 1 a 34)

Caso | Sexo | Idade | Localizagdo | Classificacdo | Classificacdo | Classificagdo Estaddio | Tratamento | Eventos pré
tumor Clinico tratamento
femur

1 M 6 diafisario primario central osteoblastico 1B completo nenhum
2 M 20 tibia P primario central osteoblastico IB completo nenhum
3 F 9 fémur D primario central osteoblastico IB incompleto nenhum
4 F 15 tibia P primario central condrobléstico IB completo nenhum
5 F 24 fibula D primario central telangectasico IIB incompleto nenhum
6 F 10 féemur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
pequenas incompleto
7 M 19 fémur D primario central celulas IIB nenhum
8 F 29 umero P primario central osteoblastico IIB completo nenhum
9 M 14 umero P primario central osteoblastico IIB completo nenhum
10 M 19 fémur P primario central condroblastico IB incompleto nenhum
11 F 15 tibia P primario central osteoblastico 1IB completo nenhum
tibia secundario Qt em outro
12 F 43 diafisaria radio induzido central condroblastico IIB incompleto servigo
13 M 16 fibula P primario central osteoblastico 1B completo nenhum
14 M 16 fémur D primario central osteoblastico 1B completo nenhum
15 F 20 fémur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
16 M 15 tibia P primario central osteoblastico IB completo nenhum
17 M 20 fibula P primiario central osteoblastico 1IB completo nenhum
18 F 28 fémur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
19 M 6 tibia P primério central osteoblastico IB completo nenhum
20 F 15 fémur D primario central osteoblastico IB incompleto nenhum
21 M 23 fémur D primario central osteoblastico I B completo nenhum
22 M 20 fémur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
23 M 27 tibia P primario central osteoblastico IB completo nenhum
24 M 14 fibula P primario central osteoblastico IB completo nenhum
25 M 22 fémur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
26 M 17 tibia P primario central telangectasico IB incompleto nenhum
27 F 23 umero P primario central condroblastico IB completo nenhum
28 M 16 féemur D primario central fibroblastico I B completo nenhum
secuindario periférico
29 F 35 féemur P radio induzido paraostal osteoblastico IA completo nenhum
30 M 16 fémur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
31 F 21 tibia P primario central osteoblastico IB completo nenhum
fémur tumor
32 F 25 diafisario primario central condroblastico 1B incompleto curetado
33 M 15 tibia P primario central condroblastico IB completo nenhum
34 F 19 tibia P primario central osteoblastico IIB completo nenhum

P = Proximal; D = Distal; M = Masculino; F = Feminino; Qt = Quimioterapia
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Quadro 7 — Caracteristicas da casuistica estudada (casos 35 a 69)

Caso | Sexo | Idade | Localizacdo | Classificacio | Classificacdo | Classificacdo | Estadio Tratamento Eventos pré
tumor Clinico tratamento
35 F 20 tibia P primério central osteoblastico IB completo nenhum
periférico
36 F 31 fémur P primario periostal condroblastico IIA completo nenhum
37 M 16 tibia P primario central condroblastico IIB completo nenhum
38 F 14 féemur D primario central telangectasico 1B completo nenhum
39 M 8 umero P primario central fibroblastico IIB completo nenhum
40 M 18 umero P primario central osteoblastico I B completo nenhum
41 M 17 féemur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
Qt em outro
42 M 15 fémur D primario central osteoblastico 1IB completo servigo
43 M 19 tibia P primario central fibroblastico 1B completo nenhum
44 M 17 fémur D primario central osteoblastico 1B completo nenhum
45 M 14 tibia P primario central osteoblastico IB completo nenhum
46 F 19 uamero P primério central fibroblastico IB completo nenhum
47 M 18 fémur D primério central osteoblastico I B completo nenhum
48 F 12 tibia P primério central osteobldastico IB completo nenhum
49 M 21 fémur D primério central osteoblastico IB completo nenhum
50 M 15 tibia D primério central osteoblastico IB completo nenhum
51 M 20 fémur D primario central osteoblastico I B completo nenhum
52 F 12 fémur D primario central osteoblastico 1IB completo nenhum
completo tratado como
53 M 16 tibia P primario central condroblastico I B osteomielite
54 F 26 tibia P primario central osteoblastico IB completo nenhum
55 F 13 fémur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
56 F 17 fémur D primario central osteoblastico IB completo nenhum
57 M 34 tibia P primario central condroblastico IIB completo nenhum
58 M 10 féemur D primario central osteoblastico 1IB completo nenhum
tibia periférico
59 M 41 diafisaria primario periostal condroblastico IIA completo nenhum
60 M 14 fémur D primario central osteoblastico 1B completo nenhum
61 M 9 fémur D primario central osteoblastico 1B incompleto nenhum
isquio
62 M 25 pubico primario central osteoblastico 1IB incompleto nenhum
63 F 6 fémur D primario central osteoblastico 1IB completo nenhum
64 M 24 umero D primario central fibroblastico IB completo nenhum
65 F 17 fémur D primario central osteoblastico 1IB incompleto nenhum
66 M 13 fémur D primario central osteoblastico IIB incompleto nenhum
67 F 12 tibia P primario central osteoblastico I B incompleto nenhum
68 F 39 tibia P primario central osteoblastico IB completo nenhum
periférico
69 M 38 fibula D primario paraostal osteoblastico IA completo nenhum

P = Proximal; D = Distal; M = Masculino; F = Feminino; Qt = Quimioterapia
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Quadro 8 — Caracteristicas da casuistica estudada (casos 1 a 34)

Caso | Qt Cirurgia Grau de | Complicacoes | Evolucio | Sobrevida pb3 Indice de apoptose
Necrose Clinica (%)
1| III | conservadora v nenhuma Vivo 43 positivo 2
material material
2| III | conservadora I nenhuma Vivo 49 insuficiente insuficiente
3| I amputacio I nenhuma | morto 7 negativo 32
4| 1II | conservadora I11 infecc¢do Vivo 60 negativo negativo
51 II | ndo realizada 0 nenhuma | morto 10 pOSItivo negativo
6| III | conservadora I nenhuma Vivo 63 positivo negativo
7| III | ndo realizada 0 nenhuma | morto 10 negativo negativo
8| III | conservadora II nenhuma Vivo 64 positivo negativo
9| II amputac¢do III nenhuma ViVO 59 positivo 3
10| II | conservadora 111 septcemia | morto 11 negativo 2
11| II | conservadora II recidiva | morto 25 negativo 25
material material
12| III amputacio 0 nenhuma | morto 12 insuficiente insuficiente
13| II | conservadora 11 nenhuma Vivo 62 negativo negativo
14| III | conservadora I11 recidiva | morto 47 negativo negativo
15| III | conservadora II nenhuma Vivo 78 negativo negativo
16| 1 amputacgido II nenhuma | morto 25 negativo negativo
171 1 amputacio 0 nenhuma | morto 40 negativo negativo
18| III | conservadora I recidiva | morto 13 positivo negativo
19| III amputacgio II nenhuma | morto 51 negativo negativo
20| III | n3o realizada 0 nenhuma | morto 7 negativo negativo
21| III | conservadora I nenhuma | morto 21 positivo 19
22| 1II | conservadora II nenhuma Vivo 80 negativo 6
material material
23| IIl | conservadora I nenhuma | morto 17 insuficiente insuficiente
24| 11 amputacio I nenhuma | morto 16 negativo 22
25| I | conservadora v nenhuma vivo 171 positivo 14
26| 1 | conservadora I recidiva | morto 10 sem bloco sem bloco
27| III | conservadora 111 nenhuma Vivo 52 negativo 7
28| III | conservadora I nenhuma | morto 14 negativo negativo
material material
29| O | conservadora 0 nenhuma | Vvivo 83 insuficiente insuficiente
30| II | conservadora 111 nenhuma | morto 72 positivo negativo
31| III | conservadora v infeccdo vivo 53 positivo negativo
32| I amputacido 0 nenhuma | morto 8 sem bloco sem bloco
33| I | conservadora 11 infeccdo | morto 20 positivo 28
34| III | conservadora I recidiva | morto 15 positivo negativo

Qt = protocolo de quimioterapia; O = ndo realizado



Cuwce”i EC Drognés‘tico em osteossarcoma

Quadro 9 — Caracteristicas da casuistica estudada (casos 35 a 69)

Caso Qt Cirurgia Grau de | Complicagdes | Evolugdo | Sobrevida p53 Indice de apoptose
Necrose Clinica (%)

35 I |conservadora| IV nenhuma morto 43 sem bloco sem bloco

36 I conservadora II nenhuma morto 63 positivo 18

37 I |conservadora I11 nenhuma morto 93 positivo 8

38 I |conservadora 11 nenhuma vivo 132 negativo negativo
material material

39 I |conservadora| III nenhuma Vivo 171 insuficiente insuficiente

40 111 amputacio I nenhuma morto 12 negativo 2

41 I |conservadora I11 nenhuma morto 19 positivo 12

42 [II |conservadora I nenhuma morto 32 pOSItivo 30

43 [II |conservadora| IV nenhuma Vivo 160 sem bloco sem bloco

44 I amputacio II nenhuma morto 32 negativo 2

45 I |conservadora II nenhuma vivo 183 negativo 25

46 III |conservadora I nenhuma Vivo 117 negativo negativo

47 111 amputacio I nenhuma Vivo 65 negativo 7

48 IIT |conservadora II nenhuma vivo 51 positivo 27

49 III | conservadora I infeccdo morto 35 pOSIitivo 4

50 III amputacio II nenhuma vivo 54 negativo negativo

51 III | ndo realizada 0 nenhuma morto 10 negativo negativo

52 I amputacio I nenhuma morto 24 sem bloco sem bloco

53 I11 amputacio I recidiva morto 18 pOSIitivo 2

54 111 amputacio I nenhuma morto 23 negativo 12

55 IIT |conservadora I11 nenhuma vivo 73 positivo 28

56 III | conservadora II nenhuma morto 64 negativo negativo

57 III | conservadora II nenhuma vivo 76 positivo 4

58 I amputacio I nenhuma morto 17 positivo 2

59 I |conservadora| IV nenhuma Vivo 47 sem bloco sem bloco

60 III |conservadora I nenhuma Vivo 61 sem bloco sem bloco
material material

61 111 amputa¢io I nenhuma morto 10 insuficiente insuficiente

62 [II | ndo realizada 0 nenhuma morto 14 positivo negativo

63 IV |conservadora| [V nenhuma Vivo 33 negativo 5

64 IIT |conservadora| IV nenhuma ViVO 31 sem bloco sem bloco

65 IV | n3o realizada 0 septcemia morto 3 sem bloco sem bloco

66 IV | conservadora I\ septcemia morto 8 negativo negativo

67 IV |conservadora| [V septcemia | morto 5 negativo 36
material material

68 111 amputagio I nenhuma Vivo 25 insuficiente insuficiente

69 O |conservadora 0 nenhuma Vivo 19 negativo 4

Qt = protocolo de quimioterapia; O = no realizado

166




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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