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Introducao: Os condrossarcomas sao tumores cartilaginosos com manifestagoes
clinicas e morfoldgicas diversas. A identificacdo do comportamento bioldégico em
processos neoplasicos € essencial para definir a conduta terapéutica e a
estimativa prognéstica. Distinguir condrossarcoma de baixo grau de encondroma é
dificil. A angiogénese tem sido relacionada a taxa de crescimento tumoral e
prognaostico, e a expressao de marcadores, como a COX-2, com o comportamento
biolégico. A anélise da angiogénese induzida pelo tumor e da imuno-expressao da
COX-2 poderia auxiliar na determinacao do progndéstico do paciente, bem como na
distincao entre encondroma e condrossarcoma de baixo grau. Objetivos: estudar
o valor da angiogénese, do uso de marcadores de estimativa de indole bioldgica
maligna e padrao arquitetural dos vasos (padrao vascular), por meio da técnica de
imuno-histoquimica, no diagndéstico diferencial do encondroma e condrossarcoma
de baixo grau, assim como na estimativa do prognéstico dos pacientes com estes
tumores. Métodos: 21 encondromas e 58 condrossarcomas convencionais foram
selecionados para este estudo, sendo separados em 3 grupos: I- 21 encondromas;
ll- 31 condrossarcomas grau 1; Il- 27 condrossarcomas graus 2 e 3.
Os espécimes foram estudados quanto as suas caracteristicas histopatolégicas,
marcadores de angiogénese (VEGF, CD34 e CD105) e expressdo da COX-2.
As informagdes clinicas foram resgatadas dos prontuarios. Os tumores foram
avaliados de forma cega e simultanea, por dois observadores, para a escolha de
cinco areas com a maior concentragcdo de células/vasos imuno-marcados
(“hot-spots”), definidas em consenso, em aumento de X400. A estimativa da
expressao do VEGF e da COX-2 foi mensurada por meio da contagem das células
positivas e negativas nas areas de maior expressao (“hot spots’) e determinada a
proporcao média. A vascularizagao foi aferida com o marcador CD34, utilizando-se
do método de Chalkley. A andlise da neoangiogénese foi medida por meio do
anticorpo anti-CD105. A avaliacdo do padrao vascular dos tumores foi feita
segundo o método de Kalinski. Os resultados foram tabulados e tratados por
métodos estatisticos. Resultados: Foi encontrada associagdo entre evolucao
desfavoravel e as seguintes variaveis: 1- condrossarcomas de moderado e alto
graus; 2- localizacdo em o0ssos chatos; 3- alta densidade microvascular; 4- padrao
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arquitetural caracterizado por diminuigdo do tamanho dos Iébulos com aumento de
vasos na sua periferia (subtipo B de Kalinski) ou franca vascularizacao
intra-lobular (subtipo C de Kalinski). Também foi observada associagcao entre o
aumento da angiogénese e condrossarcomas de 0ssos chatos. Houve correlacao
entre aumento da densidade microvascular e hiperexpressdo da COX-2.
A hiperexpressdo do VEGF relacionou-se com o0s padrées vasculares
Kalinski B e C. As variaveis analisadas nao permitiram diferenciar condrossarcoma
de baixo grau de encondroma. Nao foi encontrada associacao entre o progndstico
e idade, sexo, ou expressao da COX-2, CD105 e VEGF. Conclusao: A avaliacao
da densidade microvascular e do padrdo vascular podem ser uma ferramenta
progndstica adicional no manejo de pacientes com condrossarcoma. A densidade
microvascular maior em condrossarcomas de 0ssos chatos pode estar associada
a evolugao desfavoravel, nesta localizagdo. Nenhuma das variaveis estudadas
mostrou-se util para diferenciar os condrossarcomas de baixo grau dos

encondromas.

Apoio: FAPESP-09/51473-0
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Background: Chondrosarcomas are a heterogeneous group of cartilaginous
tumors with varied clinical and morphological features. Like any other cancer,
the distinction between benign and malignant nature, in cartilaginous bone tumors,
is essential for the determination of treatment modality and prognosis evaluation.
The distinction between enchondroma and grade 1 chondrosarcoma is very
difficult. Angiogenesis has been associated with tumor growth and prognosis,
and the expression of COX-2, with the biological nature. Analysis of tumor-induced
angiogenesis and immuno-expression of COX-2 could possibly assist in
determining patient prognosis as well as distinguish between enchondroma and
low grade chondrosarcoma. Objectives: To study the value of
immunohistochemical markers of angiogenesis, biological malignancy in the
differential diagnosis of cartilaginous tumors and architectural vascular pattern,
as well as in estimating prognosis of patients. Methods: 21 enchondromas and
58 conventional chondrosarcomas were chosen and classified in three groups:
I- enchondromas (n=21); lI- low grade chondrosarcomas (n=31); lll- moderate and
high grade chondrosarcomas (n=27). All specimens were evaluated for their
clinical findings, histopathological markers of angiogenesis (VEGF, CD34 and
CD105) and expression of COX-2. The clinical data were retrieved from the
medical records. Tumors were evaluated, blindly and simultaneously,
by two observers for the analysis of the immunohistochemical preparations.
VEGF and COX-2 immunostaining evaluation was determined by the proportion of
positive cells in five "hot spots”, defined by consensus, in X400 magnification.
For CD34 and CD105, five areas were chosen with the highest concentration of
micro-vessels ("hot spots"), through the use of the Chalkley graticule for counting.
We further evaluated the vascular pattern of the tumor according to Kalinski.
The results were tabulated for statistical analysis. Results: Fourteen patients had
poor evolution (recurrence, metastasis and death). There were no significant
differences regarding the follow-up time between groups. The following factors
were statistically associated with poor prognosis: 1- chondrossarcomas of
intermediate and high grades; 2- localization in flat bones; 3- increased
micro-vascular density (over-expression of CD34); 4- tumor architectural pattern
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characterized by decrease of the size of the lobules with increased vascularization
in their periphery (Kalinski vascular pattern B) and marked intra-lobular
vascularization (Kalinski vascular pattern C). A positive association was found
between increased angiogenesis and flat bones chondrosarcomas.
COX-2 expression was high in tumors with high microvascular density.
VEGF over-expression correlated with Kalinski B/C vascular patterns. None of the
variables proved to be useful to differentiate low-grade chondrosarcoma from
enchondroma. No statistical correlation was found between the prognosis and the
following variables: age, gender, and expression of COX-2, CD105 and VEGF.
Conclusion: Evaluation of microvessel density and vascular pattern can be useful
as additional prognostic tools in the management of patients with chondrosarcoma.
Higher microvessel density in chondrosarcomas of flat bones may be associated
with unfavorable outcome in this location. None of the variables studied in this work
proved useful to differentiate low-grade chondrosarcomas from enchondromas.

Support: FAPESP-09/51473-0
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1.1- Generalidades

Tumores 0Osseos primarios sao relativamente incomuns e, destes,
os de linhagem cartilaginosa ocupam o 3° lugar (1,2). O tumor benigno mais
frequente é o osteocondroma, que é considerado um hamartoma (2). Dentre as
neoplasias benignas propriamente ditas, destaca-se o condroma (quando dentro
da medular éssea é chamado de encondroma), que ocupa o segundo lugar,
em incidéncia. Pode ocorrer como lesdo solitaria ou mdaltipla (encondromatose
multipla ou doenca de Ollier). Esta neoplasia pode originar-se em qualquer 0sso,
mas é mais comum nos 0ssos curtos das extremidades. A imagem radiografica é
de lesdo litica medular que provoca adelgagamento ou expansdo da cortical,
bem como de areas deprimidas ou esclerose marginal. Focos de calcificacdo séao

frequentes (1,2) (Figura 1).

Com relacéo as neoplasias cartilaginosas malignas,
0s condrossarcomas correspondem ao segundo tumor mais frequente dentre os
sarcomas 0sseos (1,2). A localizacdo mais comum é a porcao proximal dos 0Ss0s
longos, na regido medular. Em geral, ocorrem em individuos acima dos 50 anos
de idade, exceto para os tumores craniofaciais. As lesbes sao, geralmente,
primarias, mas podem ocorrer como malignizagdo de osteocondroma ou
encondroma, especialmente nas suas formas multiplas. A imagem radiogréfica é a
de uma lesao litica, destrutiva, com radiopacidade variavel, pela calcificacéo,

tipicamente pontilhada, curvilinea ou anelar (1,2) (Figura 1).
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Figura 1- Exemplos de imagens radiograficas dos tumores cartilaginosos:
A- encondroma do fémur; B- condrossarcoma grau 1 do fémur;
C- condrossarcoma grau 2 da tibia; D- condrossarcoma grau 3 do

fémur.

Quanto aos achados histopatolégicos, os encondromas sdo tumores
bem delimitados, envoltos por esclerose marginal e constituidos por massas de
condrécitos ocupando lacunas e mergulhados em matriz basoéfila. Podem ser
vistas areas mixdides, com células estreladas, bem como focos de calcificagéo e
ossificacdo. Eventualmente, a densidade celular pode ser maior e alguns ndcleos
serem atipicos ou em numero de dois (especialmente nos de extremidade).
A transformagdo maligna é rara na forma solitaria, mas ocorre em cerca de
30 a 50% dos pacientes, na forma multipla (1,2). Quanto ao condrossarcoma,
o tipo histolégico convencional exibe arquitetura lobulada, sendo composto de
condrécitos com graus variaveis de atipia nuclear e carater infiltrativo,
sem esclerose 6ssea marginal (1-3). A classificacdo da Organizacao Mundial de
Saude (OMS ou World Health Organization - WHO) (Quadro 1) de 2002,
baseada na graduacao histologica, tem sido aceita como padrdo para estimativa
de prognéstico destes tumores (3,4).
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Quadro 1- Condrossarcoma: critérios para a graduagéao histolégica (OMS, 2002)
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Os tumores bem diferenciados apresentam metabolismo baixo,
tém crescimento lento e raramente geram metastases. Ja os de alto grau geram
metastases hematogénicas, especialmente para os pulmbes, com taxa de
sobrevida de cinco anos de 45%, sendo frequente a recidiva local apés a
resseccao cirlrgica (2-8). O diagnodstico diferencial mais importante é o
osteossarcoma condroblastico, que se distingue do condrossarcoma por formar
0SS0 ou matriz ostedide neoplasica. A forma mixéide do condrossarcoma deve ser
diferenciada do cordoma, carcinomas mucossecretores metastaticos e
hemangiendotelioma epitelidide. Além do condrossarcoma convencional,
ha variantes mais raras (também chamadas de nao convencionais),
como o0 condrossarcoma de células claras, o mesenquimatoso e o

desdiferenciado (4).

1.2- Vascularizacao no tecido cartilaginoso

O tecido cartilaginoso normal é avascular, sendo formado por
condrdcitos e matriz extracelular. Os vasos estao presentes em tecidos como o
pericbndrio (quando se trata da cartilagem fibrosa e elastica) e 6ésseo
(junto a cartilagem hialina articular) (9,10). A matriz extracelular condrdide
apresenta moléculas com fungdes anti-angiogénicas, o que explica a falta de
vasos neste tecido. Foram descritas, at¢é o momento, a condromodulina,

a troponina-1 e a trombospondina-1, porém sabe-se que ha outras (11).
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A presenca de vasos, no interior do tecido cartilaginoso, esta associada
com atrofia/degeneracgao tecidual (9-11) e tem natureza fisiolégica ou patoldgica.
Como natureza fisiolégica, cita-se a placa de crescimento, em que 0s vasos
induzem a apoptose das células cartilaginosas, na fase hipertréfica, para que
ocorra a ossificacdo. Ja na osteoartrose, exemplo de natureza patoldgica,
os vasos neoformados induzem a degeneracdo da matriz extracelular,
por oxidagado dos proteoglicanos. A terapia medicamentosa, nestes casos, previne

a progressao da degeneracéo articular (9-11).

Nos tumores cartilaginosos, especialmente nos de baixo grau,
esta regra se aplica, ja que estes tumores, habitualmente, ndo apresentam vasos
no interior dos lébulos neoplasicos (10,11). Encontram-se, apenas, agrupamentos
ou lobulos de tecido cartilaginoso neoplasico, envoltos por septos de tecido
conjuntivo, 0os quais contém vasos. J& nos condrossarcomas convencionais de
moderado a alto grau, observam-se vasos nos septos que penetram na periferia
dos I6bulos (11). A excegdo a esta regra estd nos condrossarcomas nao
convencionais (como o mesenquimatoso e o desdiferenciado), que apresentam
pouca matriz extracelular e abundante quantidade de vasos da microcirculacao
(11). Os fatores relacionados com o aumento da formacado de vasos nesses
tumores sao a hipdxia e a sintese de IL-18 e VEGF-A. Tumores cartilaginosos que
sintetizam menos matriz extracelular (como os condrossarcomas de alto-grau e
nao convencionais) apresentam aumento da densidade microvascular,
provavelmente por menor inibicdo molecular (a inibigdo é secundaria a sintese de
condromodulina, troponina-1 e trombospondina-1). Segundo Kalinski et al.,
séo descritos trés tipos de vascularizagdo em tumores cartilaginosos (11):

a- Pequenos vasos presentes apenas nos septos de tecido conjuntivo

(encondromas e condrossarcomas convencionais de baixo grau);

b- Pequenos vasos presentes nos septos conjuntivos, mas também no interior dos

|6bulos cartilaginosos neoplasicos (condrossarcomas de graus moderado e alto);
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c- Numerosos pequenos vasos intratumorais (condrossarcomas nao

convencionais: desdiferenciado e mesenquimatoso).

1.3- Diagnéstico dos tumores cartilaginosos

O diagnéstico de um dado tumor désseo depende do conjunto de
achados em trés esferas, todas elas de igual importancia: a clinica, a imagem
(obtida por radiografias, ressonancia magnética e tomografia computadorizada) e
a apresentacdao anatomopatoldgica. Contudo, muitas vezes, ha discrepancias

entre os achados de imagem e os histoldgicos (7,8).

Distinguir o encondroma do condrossarcoma de baixo grau requer
estreita cooperacao interdisciplinar, para evitar tratamento inadequado (7,12).

Tumores cartilaginosos sao frequentemente encontrados em
radiografias solicitadas durante a avaliagdo de um paciente com dor no sistema
musculo esquelético de natureza indefinida. Além dos sintomas 4&lgicos,
pode ocorrer fratura patolégica como primeira manifestagcdo. O encondroma é,
muitas vezes, assintomatico, podendo ser encontrado, incidentalmente,

em exames de imagem solicitados por outras causas (12).

Ha seis caracteristicas, observadas por meio da imagem radiografica,
que sugerem indole maligna em um tumor cartilaginoso: 1- presenca de massa em
partes moles adjacentes ao 0sso; 2- reacdo periosteal; 3- rotura da cortical
justa-articular; 4- espessamento da cortical; 5- tamanho do tumor acima de 4cm;
6- aumento da massa tumoral em exames seriados (13-15) (Figura 1).
A ultrassonografia € o método mais rapido e efetivo para a obtencdo de biopsias
orientadas (16).

Os resultados de um trabalho recente mostraram que, na ressonéancia
nuclear magnética, a presenca de ilhas de cartilagem com baixo sinal, cercadas
por areas de alto sinal (tecido gorduroso) em T1, e pelas mesmas ilhas com alto
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sinal, rodeadas por areas com baixo sinal (tecido gorduroso) em T2, na periferia
da massa tumoral principal, correspondia a encondroma (sensibilidade de 70%)
(17).

Com relacdo ao diagnéstico diferencial histoldégico entre os diversos
tipos de tumores cartilaginosos, o condrossarcoma apresenta as seguintes
caracteristicas morfolégicas: massas de cartilagem hialina ou mixdéide substituindo
partes moles circunjacentes, trabéculas do o0sso acometido envoltas por
cartilagem e reabsorcao das trabéculas do osso afetado. A analise compartativa
entre o encondroma e o condrossarcoma de baixo grau, quanto a densidade
celular, frequéncia de binucleacdo, aumento de volume e hipercromatismo
nucleares, mostra que elas podem ser semelhantes. Além disso, o carater invasor,
que define a lesdo como maligna pode ser sutil ou de dificil caracterizagao,

especialmente em material obtido por biopsia ou curetagem (2,4-7,12,13).

A distingdo entre indole benigna e maligna em neoplasias cartilaginosas
Osseas é essencial para a escolha da melhor modalidade terapéutica e estimativa
de prognostico. Contudo, € baixa a taxa de reprodutibilidade diagndstica
inter-observador nos graus histolégicos, bem como na distincdo entre lesao
benigna e maligna de baixo grau, nos exames histolégicos convencionais.
Dada a complexidade dos parametros dos estudos comparativos entre os varios
servigos (achados clinicos, taxas de sobrevida e recidiva local), os resultados sao
conflitantes e, portanto, tém de ser apreciados com reserva. A despeito disto,
h& nitida correlagdo entre a taxa de recidiva e o maior grau histoldgico (2,5,6).
No seguimento clinico acompanhado por técnicas de imagem, o condrossarcoma
de baixo grau pode apresentar crescimento agressivo, mesmo quando os achados
histolégicos sao indistinguiveis do encondroma (7). Estes resultados explicam,
pelo menos em parte, a ampla variagdo na resposta terapéutica obtida nas
diferentes instituicdes. Portanto, é necessario que novas estratégias de
diagnéstico e graduacao destes tumores sejam desenvolvidas (13).
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1.4- O emprego da técnica de imunoistoquimica

Para aumentar a precisao diagnéstica, diversos autores estudaram os
espécimes, com o auxilio da técnica de imunoistoquimica. Grifone e cols.
observaram que grande parte dos condrossarcomas de baixo grau e dos
encondromas expressa receptor estrogénico, mas a mesma se perde nos
condrossarcomas de alto grau (9). Adicionalmente, os condrossarcomas de alto
grau, comparativamente com o0s de baixo grau, expressam, a analise
imunoistoquimica, fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGFs).

Sua maior taxa de expressao correlaciona-se com menor sobrevida (18).

1.5- Fatores angiogénicos

Angiogénese é definida como neoformagdo vascular secundaria a
estimulos por fatores de crescimento especificos (3,19). E essencial para o
crescimento tecidual nos processos proliferativos celulares fisiolégicos e

patoldgicos, associando-se, nas neoplasias, a metastases a distancia (11-20).

A angiogénese é um passo fundamental na transformacédo neoplasica e
regulacdo do crescimento tumoral, como ja demonstrado (19-20).
A neovascularizacao é apenas um dos muitos elementos que atuam durante o
processo de transformacao neoplésica, bem como na progressao de tumores para
graus histolégicos mais altos. No entanto, como a inibicdo da angiogénese é
importante para a preservacao da cartilagem (como é proposto na abordagem
terapéutica da osteoartrose) (9,21), é possivel que desempenhe um importante

papel na patogénese e progressao dos tumores de linhagem cartilaginosa.

1.5.1- Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

A interacdo entre fatores de crescimento pro-angiogénicos (como o
fator de crescimento endotelial vascular - VEGF), fatores inibitérios e as

caracteristicas da matriz extracelular, define o fenétipo angiogénico de um tumor
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(19). O VEGF é um regulador-chave da angiogénese,em processos fisiolégicos e
patologicos (23-25). Suas fungdes sao: induzir a proliferacao de células endoteliais
(estimulando a angiogénese) e aumentar a permeabilidade vascular (24).
Esta familia de fatores de crescimento angiogénico e linfangiogénico inclui
seis glicoproteinas: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e fatores de
crescimento placentario (subtipos 1 e 2). Destas, a VEGF-A (comumente
chamada, apenas, de VEGF) é um polipeptideo de 45-Kd, sintetizado e secretado
por uma variedade de células normais e tumorais, sendo o mais importante e ativo

destes fatores (20).

Em geral, os tumores cartilaginosos apresentam pequena taxa de
proliferacdo celular tumoral e vascular (principalmente os de baixo grau),
0 que explica a resisténcia a drogas anti-neoplasicas e a raridade de metastases a
distancia. Porém, a neoangiogénese € de grande importancia para o crescimento
tumoral e recidiva. Kalinski e cols. estudaram a expressdao do VEGF-A,
em tumores cartilaginosos, empregando RT-PCR, western blot e
imunoistoquimica. Eles encontraram maior expressdo nos condrossarcomas
graus Il e lll, relativamente aos desdiferenciados (26). Ayala e cols. estudaram a
densidade microvascular, em espécimes histolégicos de neoplasias Osseas
cartilaginosas, com o uso do fator VIIl. Os vasos foram divididos em dois grupos:
peri-cartilaginosos (presentes no envoltério fibroso ndo cartilaginoso) e
intracartilaginosos (em direta aposicdo as células neoplasicas ou estroma
tumoral). Foi observada correlagdo positiva entre os graus histol6gicos mais altos
do condrossarcoma e o aumento do numero de vasos peri-tumorais.
Portanto, estes devem ter a funcdo mais importante para dar suporte ao
crescimento neoplasico. Por outro lado, os vasos intratumorais s6 eram vistos nos
condrossarcomas de moderado e alto grau. Nestes, os condrécitos neoplasicos se
coravam fortemente pelo VEGF, que é considerado um potente fator angiogénico.
Apenas o0s condrossarcomas de moderado e alto grau, com vasos
intracartilaginosos, expressavam o VEGF. Ja os encondromas e condrossarcomas
de baixo grau, ndo expressavam o VEGF. Desta forma, € possivel que os vasos
intracartilaginosos estejam vinculados a aquisicdo de capacidade de gerar
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metastase (24). Falcone e cols. estudaram 21 tumores cartilaginosos benignos e
malignos, por técnicas imunoistoquimicas, e observaram correlacao positiva entre
o0 grau histolégico e a expressdo do VEGF. Também os marcadores Ki67,

TGF beta, PDGF e p53 associaram-se a recidiva local (27).

Como em outros tumores, o0 condrossarcoma pode induzir
neovascularizacdo, a medida que cresce. Foi demonstrado que o HIF- 1 alfa,
um fator produzido em condicées de hipdxia, é responsavel pela regulacao de
genes que promovem neo-vascularizagao, como o que produz o VEGF. E possivel
que estes fatores possam ter papel na progressao do condrossarcoma e, portanto,
podem ser o alvo de estratégia terapéutica antiangiogénica neste tipo de tumor
(28-30).

1.6- CD34

O CD34 & uma proteina transmembranosa encontrada em células
endoteliais, especialmente nas células em atividade angiogénica (31),
sendo expressa em vasos, tanto de tecido normal quanto tumoral. Pode ser

evidenciado em outras células mesenquimatosas (32).

Todos os sete anticorpos monoclonais anti-CD34, que reconhecem
epitopos de uma glicoproteina de 1110Kd das células tronco-hematopoéticas,
também se ligam ao endotélio vascular. Os capilares de todos os tecidos séo
CD34-positivos, e os estudos mostram que a ligagdo do anticorpo anti-CD34 ao
endotélio se faz por um produto do gene CD34 e nao representa uma reagao
cruzada de epitopos. As moléculas CD34 estdo concentradas nos processos da
membrana celular e podem atuar como moléculas de adesao a leucdcitos, (31,33)

durante a inflamagéo.
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1.7- Endoglina (CD105)

Um novo marcador de neoangiogénese, o CD105 ou endoglina,
€ uma glicoproteina de membrana expressa em células endoteliais humanas em
proliferacao e regulada por hipdxia (34,35). Isto a torna um importante identificador
seletivo de vasos neoformados, ndo sendo expressa em vasos pré-existentes ou
com sinais de maturacdo (detectados pela presenca de periquitos), mesmo que
tenham sido induzidos pelo tumor (11,36,37). Assim, a questdo sobre qual a
propor¢ao da rede vascular do tumor é devida a vasos normais pré-existentes ou a
vasos neoformados, que realmente representam a angiogénese tumoral,
estaria resolvida (38). Logo, tem sido sugerido que o0s marcadores
preferencialmente expressos em vasos neoformados, como o CD105, seriam mais
apropriados para quantificar a angiogénese (39,40). Neste contexto, em trabalhos
recentes, a densidade microvascular, aferida com o uso do CD105, foi mais
indicativa de angiogénese tumoral (37,41). Paralelamente, Li e cols. (42) relataram
um aumento no nivel de CD105, em amostra de plasma de pacientes com cancer
de mama, quando comparado com um grupo controle, sugerindo que este
marcador também pode ser utilizado para identificar pacientes com alto risco de

metastases e recidivas.

Sabe-se que a expressdo dos marcadores de células endoteliais,
nas neoplasias e nos tecidos normais, € heterogénea. Marcadores pan-endoteliais
tradicionalmente empregados, como o CD31 e o CD34, podem nao ser
demonstrados, nos vasos neopldsicos, na mesma intensidade, e, de maneira
geral, sdo preferencialmente observados nos vasos maiores e maduros

(mas n&o nas grandes veias). (38).

Varios trabalhos publicados vém mostrando a presenca do CD105 em
tumores de diversas linhagens (40-45). Em tumores de linhagem epitelial como os
carcinomas de mama, colo-retal e prostata ha clara correlagdo entre a
hiperexpressdo do CD105 (na avaliagdo tecidual por imunoistoquimica e

sorolégica) e o aumento das taxas de metastases, invasdao tumoral e menor
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sobrevida (43-45). As publicagdes em sarcomas sao mais escassas, porém estes
também expressam este marcador. As leucemias de linhagem mieldide
apresentam hiper-expressao tecidual e sorolégica do CD105, no entanto ndo esta

claro, ainda, se a expressao deste marcador se relaciona com o progndéstico (45).

1.8- A densidade microvascular

Weidner e colaboradores observaram, em 1990, que os resultados da
afericdo da densidade microvascular, em regides de alta concentracdo de vasos
(chamadas de “hot spots”), apresentavam correlacdo com o progndéstico,
em carcinomas de mama e prostata. Estes resultados também se associavam ao
estagio da doenca (recidiva, metastases e sobrevida) e com a resposta ao
tratamento empregado (40, 41,42).

Desde entédo, diversos trabalhos corroboraram esses resultados,
inclusive em tumores de diferentes linhagens (como o melanona e tumores dos
sistemas respiratorio e gastrointestinal). Varios marcadores de endotélio foram
identificados como ferramenta para aumentar a acuracia diagnéstica e prognéstica
(CD34, CD31, Fator de Von Willebrand, D2-40 e CD105) (40-42,45-48).

1.9- Cicloxigenase-2 (COX-2)

As cicloxigenases (COXs) sao proteinas integrais, ou seja,
que se encaixam entre as duas camadas lipidicas da membrana plasmatica.
As células dos mamiferos contém duas isoformas uUnicas relacionadas as enzimas
cicloxigenases: a COX-1 e a COX-2. Ambas participam da biossintese de
prostandides (incluindo prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos),
fisiologicamente muito importantes, pois catalisam o acido aracdénico, por ocasiao
dos processos inflamatérios (49,50). A COX-1 foi a primeira a ser identificada.

Sua expressao nas células é constante, principalmente em condicées fisioldgicas,
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e € considerada uma proteina expressa por um “housekeeping gene’
(gene constitucionalmente expresso na maior parte das células, que codifica
proteinas necessarias as funcbdes elementares, basicas, das células, ou seja,

para a sua sobrevivéncia) (49).

Por outro lado, a COX-2 é uma enzima induzivel, que é expressa,
caracteristicamente, por células que atuam, diretamente, no processo inflamatoério,
como os macréfagos, e esta associada a estados patolégicos, incluindo o cancer.
Essa enzima € altamente regulada e transitoriamente induzida, em uma grande
variedade de linhagens celulares, por diversos estimulos, como o
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), citocinas, fator de necrose tumoral (TNF),
formas intermediarias reativas de oxigénio e radiacdo ultravioleta (49,50).
Mutacdes nas proteinas que interagem, especificamente, com certos elementos
do mRNA do gene COX-2, podem causar perda de regulacao pés-transcricional,
resultando na hiperexpressao da enzima (50).

Existem crescentes evidéncias de que a COX-2 é observada e
hiperexpressa em lesées melanociticas metastéticas, atuando numa fase critica
do desenvolvimento e progressao destes tumores, na sua fase intra-epitelial (51).
Em vérios tipos de neoplasias malignas, o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e o TGF-Bse posicionam paralelamente a COX-2. Diversas fun¢des desta
enzima foram descritas no desenvolvimento de varios carcinomas,
como o0 aumento da proliferacdo celular, inibicao da apoptose, estimulacdo da
angiogénese e inibicdo da vigilancia imunolégica, todos com marcada importancia

na progressao bem-sucedida de tumores (50).

Recentemente, a expressdao da enzima COX-2 foi utilizada para
diferenciar tumores cartilaginosos. Sutton e cols. demonstraram que 54%
(13 de 24 casos) dos condrossarcomas apresentavam positividade para esse
marcador contra nenhum dos oito encondromas estudados. E possivel que esta
enzima permita diferenciar neoplasias cartilaginosas benignas das malignas (52).
Endo e cols. estudaram a expressdo da COX-2 citoplasmatica, por métodos
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imunoistoquimicos, em 74 condrossarcomas e encontraram correlagédo entre a
hiperexpressdo deste marcador e duas variaveis, a saber: aumento do grau
histolégico e decréscimo da sobrevida. Além disso, neste trabalho, os autores
observaram que esta enzima ndo era expressa nos encondromas. Desta forma,
a imuno-expressdo da COX-2 é um marcador de pior prognéstico e poderia ser
utilizada para diferenciar tumores benignos de malignos (53).

Diversos estudos, mais recentes, mostraram que a expressao da
COX-2 estava associada com mau prognostico em diversos tumores de linhagens
distintas. No entanto, no sistema musculo-esquelético (osteossarcomas,
rabdomiossarcomas e condrossarcomas), a expressao deste marcador evidenciou
resultados conflitantes. Enquanto que, em algumas publicacdes, a hiperexpressao
associava-se com prognéstico desfavoravel, em outras com aumento no tempo de
sobrevida (54-60).

1.10- Padroes de formacao de vasos/irrigacao sanguinea nos tecidos

tumorais

Sao descritos varios padroes de formagao vascular/irrigagdo sanguinea
nos tecidos tumorais, induzidos por diferentes fatores de crescimento (61)
(Figura 2):

a- Formacao de brotos endoteliais: caracterizado pela inducdo de novos brotos
capilares, a partir de vasos pré-existentes no tecido. Neste caso participam o
VEGF e 0 VEGFR2;

b- Recrutamento de células progenitoras do endotélio: caracterizado pela
formagdo de novos vasos a partir do recrutamento de células imaturas da
corrente sanguinea, induzindo-as a se diferenciar em células endoteliais.
Agem o VEGF e o VEGFRZ;
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c- Cooptacao vascular: mecanismo préprio de tecidos ricamente vascularizados.
Devido a farta oferta de microvasos no tecido sadio, as células tumorais
migram para a transicdo entre a membrana basal endotelial e a célula
endotelial propriamente dita, permitindo contato intimo com a corrente
sanguinea. Para viabilizar este processo, as células tumorais secretam VEGF
em grande quantidade para inibir a apoptose da célula endotelial. Participam o

receptor Tie-2, a angiopoetina e o VEGF;

d- Intussuscepcao microvascular: caracterizado pela formagao de pilares de tecido
conjuntivo no interior do lume do vaso. Apesar de nao representar uma
angiogénese real, facilita a nutricao tumoral pela difusdo de nutrientes por estes

pilares. Tem acdo o PDGF e a angiopoetina;

e- Vasculogénese por mimetismo: descrita pela primeira vez no melanoma.
E definida pela capacidade tnica de células tumorais passarem a expressar um
fendtipo de células endoteliais, "imitando" o padrdo de redes vasculares

embrionarias;

f- Linfangiogénese: indugdo da formagao de novos vasos linfaticos, pela sintese

de VEGF-C e VEGFR3, sendo mais comum em tumores de linhagem epitelial.
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Figura 2- Desenho ilustrativo dos diferentes padrées de vascularizagdo das
neoplasias (Hillenet al., 2007)

1.11- Justificativa
As razdes que justificaram a realizagdo deste trabalho foram:

1- A dificuldade encontrada para o diagnostico diferencial entre encondromas e

condrossarcomas de baixo grau;
2- A escassez de estudos em tumores de linhagem cartilaginosa quanto:
a- ao papel do VEGF e da COX-2 no seu comportamento biolégico;

b- a avaliagcdo da proliferacdo vascular por meio de dois métodos, a saber:

densidade microvascular e padrao vascular e sua relacado com prognéstico;

c- a influéncia destes fatores na manifestacdo clinica e graus histologicos

destes tumores.
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2.1- Geral

Estudar, por meio de marcadores imunoistoquimicos, o papel da
angiogénese e da COX-2 em tumores cartilaginosos.

2.2- Especificos
Avaliar, nos encondromas e condrossarcomas classicos:

1- As caracteristicas clinicas: sexo, idade, localizacdo tumoral e evolucao

pds-operatoria;
2- A expressao do VEGF nas células neoplasicas;
3- A expressao dos marcadores vasculares CD34 e CD105;
4- A expressado da enzima COX-2 nas células neoplasicas.

5- A correlacado entre as expressdes dos marcadores VEGF, CD34, CD105 e
COX-2 e os achados clinicos, histolégicos e de evolucdo dos pacientes,

bem como entre si.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Avaliacao clinica e histoldgica

No periodo de setembro de 1988 a janeiro de 2007, 141 pacientes com
encondromas (ECs) e condrossarcomas primarios (CSs) foram atendidos e
tratados no Hospital de Clinicas - Unicamp e no Centro Médico de Campinas.
Dos arquivos do Departamento de Anatomia Patolégica da Unicamp e do
Laboratério de Anatomia Patolégica - LABAP de Campinas foram coletados os
blocos de parafina com o material de cada um dos tumores. N&o foram utilizados
para a andlise o0s condrossarcomas secundarios (osteodondroma
/osteocondromatose e encondromatose mudltipla). Pelo menos um bloco foi
recuperado, de cada tumor. ApOs a analise histologica destes espécimes,
as coloracdes de rotina, foi separado um bloco de cada paciente que continha
material adequado para novos cortes (abundante quantidade de tumor bem
fixado). Em dois pacientes foi utilizado o bloco da biopsia diagnéstica por se tratar
de tumores irressecaveis, sendo escolhido este bloco para a andlise
imunoistoquimica. A graduacao histoloégica se baseou no conjunto das amostras.
Caso o0 bloco escolhido demonstrasse ma coloracao/negatividade com os
marcadores imunoistoquimicos ou a quantidade de neoplasia fosse insuficiente,

novo bloco era selecionado.

Os fragmentos dos tumores incluidos em parafina haviam sido fixados
em formalina a 10% e, posteriormente, descalcificados com &cido cloridrico ou
acido etilenodiamino-tetra-acético. Os cortes histoldégicos, em conjunto com as
radiografias e historia clinica, foram avaliados por dois examinadores (E.M.l.A.
e F.F.C.). O diagnéstico e os graus histolégicos foram baseados na classificacao
dos tumores 6sseos publicada em 2002 pela Organizacdo Mundial de Saude (1)
(Figura 3). Os condrossarcomas foram subclassificados em trés graus:
(1- baixo grau, 2- grau intermediéario e 3- alto grau).
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Figura 3- Neoplasias cartilaginosas: diagnostico e graduagdo segundo a
classificacao dos tumores 6sseos da Organizagdo Mundial de Saude
(2002). A- encondroma; B- condrossarcoma grau @ 1;
C- condrossarcoma grau 2 e D- condrossarcoma grau 3.

(H&E, aumento original X100; pormenor X400).
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Foram excluidos da analise os tumores com amostras de tecido
insuficiente para novos cortes ou apresentando sinais de fixacao/descalcificacao
inadequados (n=54) e condrossarcomas nao-convencionais (mesenquimatoso,
n=4; desdiferenciado, n=2 e de células claras, n=2). No final, foram incluidos no
trabalho 79 pacientes (30 do sexo masculino, 49 do feminino, idade media de
42 anos, variando de 5 a 87 anos).

Nao houve perda de dados de seguimento pds-operatério de nenhum
dos pacientes selecionados. Os prontuarios de sessenta e um pacientes
apresentavam dados clinicos completos. Dezoito pacientes deixaram de
acompanhar o ambulatério de pds-operatério tardio e foram encontrados
ativamente. Destes, cinco haviam falecido devido a complicagdes do tumor e seus
dados foram obtidos por meio do servico de verificagdo de 6bito. Treze pacientes
foram encontrados nos enderecos obtidos pelo Servico Social do HC-Unicamp ou

por meio do trabalho das assistentes sociais das suas cidades.

Dos prontuarios consultados no Servico de Arquivo Médico,
foram recuperados os seguintes dados:

1- ldade ao diagndstico;
2- Sexo;
3- Localizacao do tumor (Figura 4);
4- Tratamento empregado;
5- Tamanho tumoral;
6- Tempo de seguimento;
7- Condicao clinica na ultima avaliagao;
8- Evolucao:
a- Favoravel: sem complicagdes relacionadas ao tumor;

b- Desfavoravel: recidiva, metastases ou 6bito relacionado ao tumor.
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Vinte e um encondromas (Figura 4) foram estudados e haviam se
desenvolvido nas seguintes localizagées: radio (n=2); fémur (n=2); tibia (n=1);
metacarpo (n=11); falange da mao (n=4) e osso metatarsico (n=1).

Os 31 condrossarcomas (Figura 4) de baixo grau apresentaram-se nas
seguintes localizagdes: umero (n=6); costela (n=3); escépula (n=1); pelve (n=4);
fémur (n=10); tibia (n=5) e fibula (n=2).

Os vinte e quatro condrossarcomas de grau intermediario (Figura 4)
localizavam-se nas seguintes topografias: umero (n=6); radio (n=1); costela (n=3);
vértebra lombar (n=1); pelve (n=2); fémur (n=6); tibia (n=4) e fibula (n=1).

Finalmente, trés condrossarcomas de alto grau (Figura 4),

desenvolveram-se no umero, escapula e calcaneo.

Com o objetivo de correlacionar os resultados clinicos e histologicos, os
pacientes foram divididos em trés grupos (Figura 4):

I- encondromas (N=21);
ll- condrossarcomas de baixo grau (N=31);
lll- condrossarcomas de graus intermediario e alto (N=27).

Devido ao conhecido mau prognéstico associado aos condrossarcomas
de ossos chatos (1), a topografia dos tumores foi subdividida em trés grupos:

a- Ossos curtos: n=17: dezesseis encondromas nas seguintes localizagdes:
metacarpo (n=11); falange da mao (n=4); osso metatarsico (n=1); um

condrossarcoma de alto grau: calcaneo (n=1);

b- Ossos longos: n=48: cinco encondromas e quarenta e trés condrossarcomas,

nas seguintes localizagdes: fémur (n=18); fibula (n=3); tibia (n=10); umero (n=13);
radio (n=3) e vertebra lombar (n=1);

c- Ossos chatos: n=14: todos eles condrossarcomas, nas seguintes localizagdes:
costela (n=6); escapula (n=2) e pelve (n=6).
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Encondromas

e Ossos curtos: 16 (76%)
«  Ossos longos: 5 (24%) 7 6

e Ossos chatos: 0

Condrossarcoma Grau 1

* Ossos curtos: 0

e Ossos longos: 23 (74%)

e Ossos chatos: 8 (26%)

Condrossarcoma Graus 2/3

e Ossos curtos: 1 (4%)
* Ossos longos: 20 (74%)
* Ossos chatos: 6 (22%)

Figura 4- Distribuicao topografica dos tumores cartilaginosos da amostra
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Todos os encondromas (n=21) foram tratados por meio de curetagem
intralesional. Os condrossarcomas foram operados por meio de: resseccao ampla
ou amputagdo com margem (n=12), resseccado marginal (n=26) e resseccao
intralesional/curetagem (n= 18, todos estes condrossarcomas de baixo grau)
(62-64). Dois tumores pélvicos eram irressecaveis (sacro e iliaco),
sendo empregadas quimioterapia/radioterapia, apos o diagnéstico ser definido por
biopsia. Quatro pacientes foram tratados com quimio/radioterapia devido a recidiva
local e/ou metastases, depois de operados com ressecgdo marginal (5,64).
Nao foram empregados, para analise os blocos coletados apds radio/quimiterapia.
Os dados coletados sobre o tamanho tumoral e margens cirurgicas,
foram excluidos da analise uma vez que 18 dos 58 condrossarcomas de baixo
grau haviam sido tratados por meio de curetagem.

O tempo de acompanhamento foi tabulado considerando o momento da
cirurgia até janeiro de 2009, sendo o periodo minimo de 24 meses (ou menos,
em caso de Obito, como ocorreu com um paciente que veio a falecer 4 meses

apoés a cirurgia). O seguimento médio foi de 77 meses (4-250 meses).

3.2- Avaliacao imunoistoquimica

Foram utilizados os anticorpos CD34 (Mo a Hu CD34 Class Il,
Clone QBENnd 10 - Dako), diluido a 1:50, CD105 (clone SN6h, DaKo Cytomation,
Carpenteria, CA, USA), diluido a 1:10, VEGF (A-20; Rabbit Polyclonal IgG
200UG/ML, Santa Cruz), diluido a 1:200 e COX-2 (Diagnostic Biosystems
Cyclogenase-2 Antibody clone -4h12), diluido a 1:50 (Quadro 2).
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Quadro 2- Anticorpos, clones, diluicées utilizados e fornecedores

Anticorpo anti- Clone Diluicao Fornecedores
CD34 QBENd 10 1:50 Dako
CD105 SN6h 1:10 Dako
VEGF A-20 1:200 Santa Cruz Biotech
COX-2 4h 12 1:50 Diagnostic Byosystem

As amostras dos tumores em estudo foram cortadas em micrétomo
rotativo para blocos de parafina; cortes seriados de 5um de espessura foram
estendidos em laminas de vidro, previamente emulsionadas com adesivo a base
de silano (3- aminopropil-trietoxi-silano), da marca SIGMA, USA (c6digo A-3648) e
deixados em estufa a 110°C, durante 2 horas, para a sua adesédo a lamina.
A seguir, foram desparafinizados, colocando-se as laminas em estufa a 60°C
por 10 minutos e depois, mantidos em solugdo de xilol, na estufa, a 60°C,
por mais 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram colocadas em
quatro banhos de xilol, dois de alcool absoluto e dois de alcool a 95%,
por cinco minutos cada, conforme procedimento histotécnico usual,
em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizado o bloqueio da atividade da
peroxidase enddgena, por meio da imersdao das laminas (irés banhos de
cinco minutos cada) em perdxido de hidrogénio a 3%, a temperatura ambiente.
Apbés a lavagem com &gua destilada, seguiu-se a recuperacdo antigénica,
que foi realizada por desnaturagdo em calor umido, mediante a incubacao dos
cortes em solugdo tampao citrato (pH 6,0), durante 30 minutos a 96°C,
exceto para o CD105. Para este anticorpo, a recuperacao antigénica foi realizada
com pepsina a 0.4% por 30 minutos, a 37°C. Somente os cortes para CD105
foram incubados a 37° C com bloqueador livre de proteina sérica (codigo x 0909,
Dako, SA, Dinamarca) por 30 minutos. Posteriormente, para todos os anticorpos,
os cortes foram incubados a 37°C por 30 minutos e, depois, “overnight”, a 4°C,
com o anticorpo primario e, em seguida, com o polimero EnVision + Dual Link
System-HRP (DAKO cod. K4061), por 1h, a 37°C. Em seguida, os cortes foram
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lavados em PBS e corados com 3.3’- tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB),
uma lamina por vez, e contra corados com hematoxilina de Meyer. Nos casos com
resultado negativo (n&o reativo), foi repetido o mesmo processo, de uma a
trés vezes, nos mesmos blocos ou em novos blocos (total de 106 vezes,
sendo 74 para o CD105).

A avaliacdo dos preparados imunoistoquimicos foi feita, em conjunto,
por dois observadores (E.M.LLA. e F.F.C.), em microscopio de co-observador
(Nikon). Neste momento, os observadores ndo tinham acesso aos dados clinicos

dos pacientes.

3.2.1- “Hot spots”

Como os marcadores ndo sao expressos por todas as células tumorais,
como ocorre em tumores epiteliais (32), foi proposta, por alguns autores
(22,24,25,53), a avaliacdo do marcador nos pontos de maior expressao.
Estes locais, em que ocorre alta concentragdo de células imuno-marcadas,
sdo chamados de “hot spots” (Figura 5). Todos 0s casos positivos apresentaram,

no minimo, cinco “hot spots”.
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Figura 5- Encondroma: “hot spots” de células neoplasicas imuno-marcadas para a
COX-2 (aumento original X100)
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3.2.2- VEGF

Para a andlise do VEGF (Figuras 6 e 7), em primeiro lugar,
foram examinados todos os cortes, com o0 uso de objetiva de pequeno aumento
(X 4,5), em microscopio de co-observador, sendo escolhidas cinco areas com a
maior concentragdo de células imuno-marcadas (“hot spots”), definidas por
consenso. O indice de imuno-marcacao foi definido conforme a porcentagem de
células coradas, em relacdo as nao coradas, em cinco “hot-spots”, em aumento de
X400, conforme Ayala e cols. (24). Estes autores classificaram,
de forma subjetiva, a expressdao do VEGF, em dois grupos: focal e difusa.
O estudo estatistico definiu a classificagcdo em dois grupos: baixa e alta expresséao.
Os dados de corte para diferenciar os grupos serao descritos nos resultados.
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Figura 6- Condrossarcomas grau 1 A e grau 2 B- células imuno-marcadas para o

VEGF: A- baixa expressao; B- alta expressao (aumento original X100).
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Figura 7- Expressdo do VEGF nos diferentes tumores cartilaginosos:
A- encondroma; B- condrossarcoma grau 1; C- condrossarcoma
grau 2; D- condrossarcoma grau 3 (aumento original X400)
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3.2.3- Densidade microvascular por meio do CD34

Para a analise da densidade microvascular (65), com o angio-marcador
CD34 (Figuras 8 e 9), foi realizada uma inspecdo panoramica do corte,
sob objetiva de pequeno aumento (X4,5), para a escolha de cinco areas com a
maior concentracdo de microvasos (“hot spots”). Em aumento de X400

(area correspondente a 1,449mm2), a graticula de Chalkley (Leitz Orthoplan;
Leica), dotada de 25 pontos, com a area de contagem correspondente a
0,041mm? (Figura 8) era posicionada sobre cada “hot spot”. A seguir, girava-se a
graticula até encontrar o modo em que um numero maximo de pontos fosse
coincidente com a parede de vasos ou com as células endoteliais coradas,
mesmo que nao houvesse lume, no plano de observacdo. Este procedimento era
repetido no total das cinco areas escolhidas. Microvasos em areas necroticas ou
na regiao adjacente ao tumor ndo foram considerados para a contagem (66-68).
Através de anadlise estatistica os dados foram classificados em baixa e alta
densidade microvascular. O niamero de corte para diferenciacdo dos grupos sera

descrito nos resultados.
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Figura 8- Encondroma imuno-marcado pelo anticorpo anti-CD34: graticula de
Chalkley empregada para a determinagao da densidade microvascular

(aumento original X400)
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Figura 9- Densidade microvascular (DMV) em tumores cartilaginosos
imuno-marcados pelo CD34: A- encondroma (baixa DMV);

B- condrossarcoma grau 2 do iliaco (alta DMV) (aumento original X100,
pormenor X400)
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3.2.4- Padrao vascular por meio do CD34

A analise do padrdo vascular foi feita nos cortes imuno-corados pelo
CD34 (Figura 10), segundo a descricao de Kalisnski e cols.(11), com as seguintes
modificacdes: A- lébulos tumorais amplos, circundados por delgadas traves
conjuntivo-vasculares. (Figura 10A); B- Iébulos tumorais pequenos € em maior
namero, circundados por delgadas traves conjuntivo-vasculares, e/ou com
penetracdo de vasos na periferia do tumor (Figura 10B); C- franca vascularizacéo
intra-tumoral (Figura 10C).
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Figura 10- Padrao vascular nos condrossarcomas imuno-marcados pelo anticorpo
anti-CD34: A- condrossarcoma grau 1 (padrao A);
B- condrossarcoma grau 2 (padrédo B); C- Condrosarcoma grau 3
(padrao C) (aumento original X100)
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3.2.5-CD105

Dada a escassez dos vasos corados por este marcador, os tumores

foram classificados em “positivo ou negativo”, independentemente do numero

destes vasos (Figura 11).

Figura 11- Condrossarcomas imuno-marcados pelo anticorpo anti-CD105:
A- condrossarcoma grau 1 - vasos penetrando no lébulo tumoral
(aumento original X400); B- condrossarcoma grau 2 - vasos
presentes na periferia do I6bulo neoplasico (aumento original X100)
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3.2.6- COX-2

Para a andlise da COX-2 (Figuras 12 e 13), em primeiro lugar foram
examinados todos os cortes, com 0 uso de objetiva de pequeno aumento (X4,5),
sendo escolhidas cinco areas com a maior concentragdo de células
imuno-marcadas (“hot spots”), definidas por consenso, em microscépio de
co-observacéao. A seguir, conforme proposto por Endo e cols. (53), foi determinada
a propor¢dao de células imuno-coradas, nos cinco “hot-spots”’, em aumento de

X400. A média dos valores das cinco areas foi classificada da seguinte forma:
0: auséncia de expressao;
1+: menos que 10% de células imuno-coradas;
2+: de 10 a 50% de células imuno-coradas;

3+: mais que 50% de células imuno-coradas.
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Figura 12- Tumores cartilaginosos imuno-marcados pelo anticorpo anti-COX-2:
A- auséncia de expressdo; B- expressdo em menos de 10% das
células neoplasicas; C- expressdo entre 10 e 50% das células

neoplasicas; D- expressdo em mais de 50% das células neoplasicas

(aumento original X400)
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Figura 13- Expressdo da COX-2 nos diferentes tumores: A- encondroma;
B- condrossarcoma grau 1; C- condrossarcoma grau 2;
D- condrossarcoma grau 3 (aumento original X400)
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3.3- Analise estatistica

Para a comparacgao de proporcodes, foi utilizado o teste qui-quadrado ou
teste exato de Fisher, quando necessario.

Para a comparacdo de medidas numéricas entre dois grupos,
foi utilizado o teste de Mann-Whitney e, entre trés ou mais grupos, o teste de
Kruskal-Wallis ou ANOVA com transformacao por postos, seguido pelo teste de
Tukey, para localizagdo das diferengas, quando necessario.

Para verificar a possivel associacao linear entre dois marcadores,
foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman. Este coeficiente varia de
-1 a 1. Valores proximos aos extremos indicam correlagdo negativa ou positiva,

respectivamente, e valores proximos a zero indicam falta de correlagéo.

Para identificar os fatores que discriminam o grau histologico,
foi utilizada a analise de regressao logistica multipla, modelo de logitos
generalizados. O processo de selegcdo de variaveis empregado foi 0 stepwise.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%.

Para a andlise dos dados, foi empregado o programa SAS system for
Windows (SAS institute Inc, 2002-2008, Cary, NC USA, version 9.2).
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4- RESULTADOS
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4.1- Dados clinicos

Catorze pacientes apresentaram evolugéao desfavoravel: trés no grupo Il
(metastases: n=1 e recidiva local: n=2) e 11 no grupo lll (recidiva local: n=4;
obito: n=7). Nenhum dos encondromas recidivou. Todos os pacientes com
condrossarcomas de baixo grau tratados com curetagem (n=18/31) evoluiram
bem, sem recidiva e/ou metastase. Nao foram observadas diferencas significantes
quanto ao tempo de seguimento, a comparacao dos trés grupos (p=0,7431).
Dados sumariados na tabela 1.

4.2- VEGF

AplOs a analise estatistica o ponto de corte obtido foi a média de
10,5% de células coradas em cinco campos de 400x, sendo assim classificado:

a- Baixa expressao: média menor ou igual a 10,5%;
b- Alta expressao: média maior que 10,5%.

O VEGF foi hiperexpresso em 41% dos encondromas (grupo ),
48% dos CSs de baixo grau (grupo Il) e em 59% dos CSs de graus

intermediario/alto (grupo lll). Dados sumariados na tabela 1.

4.3- Densidade microvascular aferida pelo CD34

Apés a analise estatistica o ponto de corte obtido foi a média de

5,9 pontos em cinco campos de 400x, sendo assim classificada:
a- Baixa densidade microvascular: média menor ou igual a 5,9 pontos;

b- Alta densidade microvascular: média maior que 5,9 pontos.
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Alta densidade microvascular, aferida pelo CD34, sob o uso da graticula
de Chalkley, apresentou-se em nenhum (0%) dos encondromas (grupo |I),
quatro (13%) dos CSs de baixo grau (grupo Il) e 20 (74,1%) dos CS de
moderado/alto graus. Um caso nao apresentou positividade ao marcador,
sendo desconsiderado para esta parte da analise (utilizamos 78 casos).
Dados sumariados na tabela 1.

4.4- Padrao vascular aferido pelo CD34

O padrao vascular do tipo “A” (grandes lébulos neoplasicos circundados
por traves conjuntivas) esteve presente em 19/21 dos encondromas,
24/31 dos CSs de baixo grau e em 10/26 CSs de graus moderado e alto.
O padrao “B” (pequenos lébulos neoplasicos circundados por traves conjuntivas
ou vasos penetrando na periferia dos I6bulos) foi identificado em
dois encondromas, sete CSs de baixo grau e 15 CSs de graus moderado/alto.
Apenas um tumor foi classificado como tipo “C” (condrossarcoma de alto grau).
Para fins estatisticos, os padrées “B” e “C” foram analisados em conjunto.
Uma das neoplasias ndo apresentou reacdo ao marcador CD34, sendo excluida
desta parte da andlise. Dados sumariados na tabela 1.

4.5- CD105

Apenas 18 dos tumores mostraram vasos imuno-marcados pelo CD105,
sendo baixa a contagem de Chalkley (minimo de um, maximo de cinco vasos
corados em todos os campos avaliados). A imuno-expressdo do CD105 foi
observada em quatro encondromas, quatro CSs grau 1, sete CSs grau 2 e
trés CSs grau 3. Dada a baixa expressao deste marcador, estes resultados nao
foram empregados para a analise estatistica. Dados sumariados na tabela 1.
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4.6- COX-2

Utilizando o método de Endo e cols. (53), a COX-2 foi considerada
como hiper-expressa quando a contagem das células imuno-marcadas estava
acima de 10%. 19/21 (90,4%) encondromas, 11/31 (35,4%) CSs grau 1 e
12/27 (44.4%) CSs graus 2 e 3 expressavam este marcador. 10/21 (47,6%)
encondromas, 4/31 (12,9%) CSs grau 1 e 6/27 (22,2%) CSs graus 2 e 3
apresentaram hiperexpressado da COX-2. Dados sumariados na tabela 1.
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Tabela 1- Tumores cartilaginosos: achados clinicos e imunoistoquimicos

Variavel

Grupo |
(n=21 ENC)

Grupo Il
(n=31 CS1)

Grupo lll

(n=27 CS2/CS3)

Sexo
Masculino

Feminino

7 (33,33%)
14 (66,67%)

13 (41,93%)
18 (58,07%)

10 (37,03%)
17 (62,97%)

Idade ao diagnodstico (anos) 29,6 43 50
Seguimento (meses) 98 66 71
Localizacao
Ossos curtos 16 (76,2%) 0 1 (3,7%)
Ossos longos 5 (23,8%) 23 (74,20%) 20 (74,1%)
Ossos chatos 0 8 (25,8%) 6 (22,22%)
VEGF
<10,5% 11 (52,38%) 17 (54,84%) 14 (51,85%)
>10,5% 10 (47,69%) 14 (45,16%) 13 (48,15%)
CD34"
<5,9 21 (100%) 27 (87%) 19 (73,0%)
>5,9 0 4 (13%) 7 (27,0%)
Padrao Vascular"
A 19 (90,5%) 24 (77,4%) 10 (37%)
B 2 (9,5%) 7 (22,6%) 15 (55,5%)
C 0 0 1(7,5%)
CD105
Positivo (presenca) 4 (19%) 4 (12,9%) 10 (37%)
Negativo (auséncia) 17 (71%) 27 (87,1%) 17 (63%)
COX-2
sem expressao 2(9,5%) 20 (64,5%) 15 (55,56%)
0-10% 9 (42,9%) 7 (22,6%) 6 (22,22%)
10-50% 8 (38,1%) 4 (12,9%) 3 (11,11%)
>50% 2(9,5%) 0 3(11,11%)
100% desfavoravel** em desfavoravel™ em
Evolucao clinica
favoravel* 3 casos (9,6%) 11 casos (40,7%)

*favoravel: sem recidiva até o término do estudo

**desfavoravel: recidiva, metastase ou 6bito relacionado ao tumor

"Nota: em um dos tumores (CS lll) houve falta de expresséo do CD34
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4.7- Correlacao entre os dados

As seguintes varidveis analisadas se associavam a evolugédo

desfavoravel:
1- CSs de graus intermediario/alto (p<0,0001) (Tabelas 2 e 3);
2- CSs localizados em ossos chatos (p<0,0001) (Tabelas 2 e 4);

3- Densidade microvascular alta (contagem média acima de 5,9 pontos,
nas células endoteliais imuno-marcadas, em cinco “hot spots”), aferida por
meio do CD34 (p=0,0104).(Figuras 9A e 9B e Tabelas 2 e 5);

4- Subtipos B/C do padrao vascular (p=0,0177) (Tabela 2).

Nao foi encontrada correlagdo estatistica entre o prognostico e as
seguintes variaveis: idade (p=1,966), sexo (p=0,7293), expressdo do VEGF
(p=0,2094) e expressao da COX-2 (p=0,3364) (Tabela 2).
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Tabela 2- Condrossarcomas (n=58): correlacdo entre a evolucdo e os achados

clinicos, histolégicos e imunoistoquimicos (excluidos os encondromas)

Evolucao Favoravel (n=44) Desfavoravel (n=14) P
Sexo 0,7293*
Masculino 18 (40,1%) 5 (85,7%)
Feminino 26 (39,9%) 9 (64,3%)
Idade (anos) 0,1966*
<51 28 (63,6%) 3 (21,4%)
>51 16 (36,4%) 11 (78,6%)
Localizacao <0,0001*
Ossos curtos 1(2,3%) 0
Ossos longos 36 (81,8%) 7 (50%)
Ossos chatos 7 (15,9%) 7 (50%)
Grau histolégico <0,0001*
CSt 28 (63,6%) 3 (21,4%)
CS2/CS3 16 (36,4%) 11 (78,6%)
VEGF 0,2094%
<10,5% 22 (50%) 9 (64,3%)
>10,5% 22 (50%) 5 (35,7%)
CD34 DMV" 0,0104%
<5,9 37 (84%) 6 (46,1%)
>5,9 7 (16%) 7 (53,9,%)
Padrao vascular” 0,0177*
A 30 (68,18%) 5 (38,45%)
B/C 14 (31,82%) 8 (61,55%)
COX-2 0,3364*
sem expressao 28 (63,6%) 7 (50%)
<10% 10 (22,7%) 3 (21,4%)
10-50% 5(11,3%) 2 (14,3%)
>50% 1(2,4%) 2 (14,3%)

*- teste de Fischer

¥- testes de Mann-Whitney e Anova

"Nota: em um dos tumores (CS lll) houve falta de expresséo do CD34
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Tabela 3- Tumores cartilaginosos: correlagéo entre evolugdo e grupos

Evolugéao Dado numérico Grupo
Enc CS1 CS2/3 Total
Favoravel N 21 28 16 65
Porcentagem 26,58% 35,44% 20,25% 82,28%
Porcentagem do grupo 100% 90,32% 59%
Desfavoravel N 0 3 11 14
Porcentagem 0% 3,80% 13,92% 17,72%
Porcentagem do grupo 0% 9,68% 41%
Total N 21 31 27 79
Porcentagem 26,58% 39,24% 34,18% 100%

Valor do p<0,0001 (Teste de Fischer ou Chi quadrado)
Enc: encondromas, CS1: condrossarcomas grau 1; CS2/3: condrossarcomas de graus 2 e 3

Tabela 4- Tumores Cartilaginosos: correlagdo entre evolugdo e localizagdo das

lesbes
Evolucao Dado numérico Localizacao da lesao
Osso Osso Osso
curto longo chato Total
Favoravel N 17 41 7 65
Porcentagem 21,52% 51,90% 8,86%  82,28%
Porcentagem do grupo 100% 85,42% 50%
Desfavoravel N 0 7 7 14
Porcentagem 0% 8,86% 8,86% 17,72%
Porcentagem dogrupo 0% 14,58% 50%
Total N 17 48 14 79
Porcentagem 21,52% 60,76% 17,72% 100%

Valor do p< 0,0001 (Teste de Fischer ou Chi-quadrado)
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Tabela 5a- Tumores cartilaginosos: correlagéo entre a DMV-CD34 e a evolugéo

Evolucao N Mediana Desvio-padrao Minimo Mediana Maximo
Favoravel 64 49 1,3 2,2 4,8 9,0
Desfavoravel 14 6,3 1,8 4,2 5,9 9,8
Valor do p=0,0108 (teste de Mann-Whitney e Anova)

Tabela 5b- Condrossarcomas (excluidos os encondromas): correlacdo entre a
DMV-CD34 e a evolucao

Desvio-
Evolucao N Mediana padrao Minimo Mediana Maximo
Favoravel 43 4,8 1,3 2,2 4.8 8,0
Desfavoravel 14 6,3 1,8 4,2 59 9,8

Valor do p=0,0104 (teste de Mann-Whitney e Anova)

A andlise multivariada (teste de Kruskal-Wallis, ANOVA e Tukey)
mostrou correlagéo positiva entre a o0 aumento da angiogénese e a localizacao dos
CSs em ossos chatos (p=0,0036) (Figura 1B). Estes apresentaram média de
6,1 vasos imuno-corados pelo CD34, a contagem média pelo métodode Chalkley,
comparativamente com a média de 4,7 vasos nos 0ssos longos e 4,6 nos curtos
(Tabela 6).
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Tabela 6- Condrossarcomas: analise multivariada entre a densidade
microvascular aferida por meio do CD34 e a localizagéo tumoral

N Média Dp Minimo  Mediana Maximo

Osso curto 17 5 0,9 3,2 5 6,6
Osso longo 48 49 1,5 2,2 4,6 9
Osso chato 13 6,3 1,4 4.4 6 9,8

valor do p=0,0036
Teste de Kruskal-Wallis e ANOVA seguido pelo teste de Tukey

O aumento da densidade microvascular, aferida pelo método de
Chalkley, nos cortes corados pelo CD34, se correlacionou com a hiperexpressao
da COX-2 (acima de 10% de células coradas em cinco hot spots) (p=0,0168 -
Método de ANOVA seguido pelo teste de Kruskal-Wallis). O coeficiente de
correlacdo de Spearman nao demonstrou correlacdo entre a densidade
microvascular (CD34) e os valores do VEGF (p=0,26527) (Tabela 7).

Tabela 7- Condrossarcomas: analise multivariada comparativa da expressdo da
COX-2 com a do VEGF e a densidade microvascular, aferida por meio
do CD34

Expressao da COX-2 Variavel N Média DP Minimo Mediana Maximo

sem expressao CD34 37 5,0 1,7 2,2 4,6 9,8
VEGF 37 21,1 26.8 0,0 0,0 82,0
<10% CD34 22 4,8 0,9 3,6 4,6 7,8
VEGF 22 24,5 27,6 0,0 7,5 73,0
10-50% CD34 14 5,7 1,3 3,6 57 9,0
VEGF 15 37,9 35,9 0,0 50,0 82,0
>50% CD34 5 6,5 1,5 5,4 6,0 9,0
VEGF 5 15,0 17,5 0,0 8,0 38,0

Valores do p: COX-2 xCD34=0,0168, COX-2 xVEGF=0,3585,
Coeficiente de correlagédo de Spearman; CD34 x VEGF: p=0,26527,

Testes de Kruskal-Wallis, Anova (transformacédo por postos) e Tukey (localizacdo das
transferéncias)
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Os padrbes vasculares tipos B/C (pequenos lébulos circundados por
traves conjuntivas, com ou sem vasos na periferia ou ampla vascularizacao
tumoral) se correlacionaram com a expressao elevada do VEGF (acima de 10,5%
de células coradas em cinco “hot spots”) (p<0,0001 - teste de Fischer).
N&o foi encontrada correlacdo entre o padrdo vascular e: 1- a localizagao tumoral
(p=0,203) e 2- a expressao da COX-2 (p=0,3814) (Tabela 8).

Também nao foi encontrada correlacao estatistica entre os valores da
densidade microvascular e o padrao vascular, avaliados por meio do
CD34 (p=0,213 - teste de Mann-Whitney) (Tabelas. 8 a 9). Enquanto a densidade
microvascular se correlacionou com a hiperexpressdao da COX-2, o padrédo
vascular demonstrou correlagcdo com a hiperexpressao do VEGF. Ainda houve um
unico tumor que nao expressou o CD34, mas que apresentou forte positividade
para os marcadores VEGF e COX-2. Esta neoplasia, em particular, nao foi incluida
para estas analises.

Tabela 8- Tumores cartilaginosos: analise comparativa entre o padrao vascular e

a densidade microvascular (DMV), ambas por meio do CD34

Padrao Vascular x DMV

N Meédia DP Mediana Minimo Maximo
(CD34)
Padrao vascular A 54 3,51481 2,71755 4.4 0 9,8
Padrao vascular B/C 24 419167 3,28129 4.9 0 9

p=0,213 (teste de Mann-Whitney)
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Tabela 9- Tumores cartilaginosos: analise comparativa entre o padrdo vascular
(por meio do CD34) e as variaveis VEGF, COX-2 e localizagao tumoral

Padrao vascular Padrao vascular

Variavel AP B/C o]
VEGF
Sem expressao 19 (90,48%) 2 (9,52%) 0,0017*
<10,5% 24 (77,42%) 7 (22,58%)
210,5% 11 (40,74%) 15 (55,55%)
Total 54 24
COX-2 0,3814*
Sem expressao 28 (52,83%) 8 (33,33)
<10% 12 (22,64%) 9 (37,5%)
10-50% 10 (18,87%) 5 (20,83%)
>50% 3 (5,66%) 2 (8,33%)
Localizacao
tumoral 02037
Ossos curtos e
47 (87,04%) 18 (75%)
longos
Ossos chatos 7 (12,96%) 6 (25%)

*-teste de Fischer

"Nota: um tumor nio apresentou expressdo do CD34

Em relagdo ao diagndstico diferencial entre os tumores, os resultados
obtidos a analise do padrdo vascular ndo se mostraram Uteis para diferenciar o
encondroma do condrossarcoma de baixo grau (p=0,317). No entanto, os subtipos
B e C mostraram forte correlagdo com os condrossarcomas de graus moderado e
alto (p<0,001) (Tabela 10). Os padrées B/C apresentaram 6,5 vezes mais chance
de ocorrer no grupo Il (CSs de graus moderado e alto) que nos outros dois grupos
(encondromas e CSs de baixo grau). Desta forma, o padrdo vascular permitiu
diferenciar os condrossarcomas de baixo grau dos de graus moderado e alto.
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Tabela 10- Tumores cartilaginosos: andlise comparativa entre o padréo vascular e

0s subtipos histol6gicos

Padrao vascular x subtipo

histolégico Enc CS1 CS2/3  Total
19 24 11
Padrao vascular A (90,48%) (77,42%)  (42,31%) 54
15
Padrao vascular B/C 2(9,52%) 7(22,58%) (57,69%) 24
Total 21 31 26 78

Encx CS1: p=0,2584 (teste de Fischer)
CS1 xCS2/3: p=0,0005 (teste de Fischer)

Os resultados do estudo nao foram Uteis para diferenciar encondroma
de condrossarcoma de baixo grau (Tabela 11).

Tabela 11- Tumores cartilaginosos: andlise comparativa entre encondroma e

condrossarcoma de baixo grau

Variavel valor do p
VEGF 0,4100
COX-2 0,2125
Densidade microvascular (CD34) 0,2247
Padrao vascular (CD34) 0,2584

Teste de Fischer

Finalmente, foi observado um unico tumor (CS de alto grau) em que a
membrana citoplasmatica das células tumorais expressava o CD34, sendo que
estas células, muitas vezes, se enfileiravam numa distribuicdo semelhante a
células endoteliais, podendo configurar a angiogénese por mimetismo
(Figuras 1 e 13). Neste tumor, o padrdo vascular foi tipo C, sendo o Unico da
amostra, com alta densidade microvascular média (de 9 pontos).
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Figura 14- Condrossarcoma grau 3: expressdao do anticorpo anti-CD34,
na membrana das células neoplasicas; estas se alinham formando

fendas (mimetismo vascular) (aumento original X400)
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5- DISCUSSAO
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A graduacdo histolégica, nos condrossarcomas, é considerada o melhor
indicador prognéstico (1,2,4), porém € um procedimento subjetivo (7,8).
Desta forma, outros métodos complementares tém sido investigados para
aprimorar a acuracia prognostica. Dentre estes se destacam a avaliacdo da
sintese do DNA, citometria de fluxo, marcadores moleculares (como a p53 e o
MIB-1), caracteristicas citogenéticas, histomorfometria e classificacdes
radiograficas. No entanto, nenhum destes meétodos tem mostrado
especificidade/sensibilidade razoaveis para uso em larga escala (1,3-7).

O presente estudo fornece evidéncias de que a alta densidade
microvascular e os padrdes vasculares B e C, observados nos condrossarcomas,
estdo associados a mau prognéstico. McGough et al. (21), utilizando-se do mesmo
método de Chalkley, demonstraram resultados semelhantes. Enquanto que em
CSs de baixo grau a contagem total (ndo a média) foi de 9,3 a 10,3 pontos, nos de
moderado e alto graus foi de 45,9 a 46,2. Estes autores, porém, ndo avaliaram a
influéncia no prognédstico. Nossos resultados diferem dos de Nakagawa e cols.
(56), que nao encontraram correlacéo prognostica com a contagem microvascular.
Porém, estes autores ndao empregaram a graticula de Chalkley, avaliando a
densidade microvascular de forma subjetiva. Os resultados de correlagéo entre o
mau prognostico e: 1- graus histologicos mais altos dos condrossarcomas e
2- sua localizacao em ossos chatos, observados neste estudo, sdo conhecidos na

literatura médica (1,2,4-6).

Em relagdo ao padréo vascular, nossos resultados corroboraram os do
trabalho de Kalisnki e cols. de 2010 (11). Os padrdes vasculares B (em que os
tumores tém l6bulos menores, circundados por tecido conjuntivo-vascular) e C
(em que ha abundante microcirculacdo intra-tumoral), foram mais frequentes nos
tumores de graus moderado e alto. Além disso, foi encontrada correlagao positiva
entre os padrées B e C e 0 mau prognéstico. A falta de significancia estatistica
entre a densidade microvascular e o padrao vascular demonstra que se pode ter
aumento das traves de tecido conjuntivo peri-tumoral, porém sem aumento

paralelo da microvasculatura. Além disso, mostra que ambas as variaveis sédo
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independentes e, sugere que estas podem ser empregadas, em conjunto,

como mais uma ferramenta, no aprimoramento da estimativa progndstica.

Ja é descrito ha mais de 20 anos (3,4), que condrossarcomas de 0Ss0s
chatos s&o mais agressivos que aqueles de ossos longos e curtos, mas nao foi
proposta nenhuma explicacdo para este fato. Neste trabalho, foi encontrado
aumento significante da densidade microvascular nos tumores nesta localizagéo e
isto poderia justificar a diferenga no comportamento bioldgico. Estudos em animais
demonstraram que 0ssos chatos e longos (sem tumor) apresentam a mesma
densidade microvascular (69). Contudo, sabe-se que, nos adultos, a medula 6ssea
vermelha (encontrada no esqueleto axial) apresenta células-tronco e producgéo de
diversos fatores de crescimento (21), o que poderia ser uma das possiveis
explicacoes para este aumento do numero de vasos encontrado nos tumores

cartilaginosos de ossos chatos.

Do ponto de vista epidemiolégico, na amostra deste estudo,
a taxa doscasos que evoluiram de formadesfavoravel(recidiva, metastases ou
Obitos) alinha-se a descrita na literatura(3,4,53). Em relacdo aos condrossarcomas
de baixo grau, 3 de 31 pacientes (9,3 %) apresentaram evolucao desfavoravel,
enquanto que, nos tumores de moderado e alto graus, foram 11 em 27 (40,7%).
Alguns condrossarcomas de baixo grau foram tratados com resseccao
intratumoral (curetagem), mas este tipo de procedimento cirirgico ndo se associou
a recidiva ou 6bito e esta opcéao terapéutica é recomendada, em diversos artigos,
para tumores intracompartimentais (intra-6sseos). A propdsito, dentre os tumores
malignos do sistema musculo esquelético, o CS de baixo grau € o Unico em que

tal tratamento pode ser empregado, com bons resultados (4,5,62).

Varios estudos foram publicados sobre o papel do VEGF em tumores
cartilaginosos, mas a maioria é descritiva (11,20,21,24,26-30). Foi demonstrado
que o condrossarcoma é capaz de produzir o VEGF (principalmente os de
moderado e alto graus), associando-se ao aumento da vascularizagdo tumoral e

peritumoral (11). Foi encontrado, apenas, um estudo sobre o papel deste
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marcador no prognostico de pacientes com condrossarcomas, publicado por
Stepanova e cols. (70), em 2002. Estes autores ndao encontraram correlagao entre
estas duas varidveis. Nossos resultados se alinham aos destes autores.
No entanto, foi observada correlacdo entre o aumento do niumero de células que
expressaram o VEGF e os padrdes vasculares B e C e, portanto, inducdo a
angiogénese, nesses tumores. Este fato sugere que, indiretamente, o VEGF pode

se associar ao progndstico.

Os resultados da analise quantitativa da expressdo do VEGF sao
semelhantes aos de Ayala e cols. (24) e Kalinski e cols. (26,28), ambos os estudos
apenas descritivos, que encontraram maior indice de expressdo do VEGF nos
CSs de graus moderado e alto.

O aumento da expressao e da sintese do VEGF, em tumores de outras
linhagens, apresentou correlagdo com metastases e queda da sobrevida.
Em tumores colo-retais, ocorre aumento da taxa de metastases para o figado (71).
A expressdo do VEGF-C, em tumores de mama, associa-se a metastases para
linfonodos, devido a linfangiogénese (72-74). Em  osteossarcomas,
a hiperexpressdao do VEGF associa-se a aceleracdo de crescimento tumoral,
metastases e recidiva pds-resseccao cirurgica, sendo um fator isolado de mau
prognadstico (75,76).

O papel da COX-2, no prognéstico dos pacientes com tumores
epiteliais, é descrito ha mais de duas décadas, principalmente nos da regiao
colo-retal e mama. No entanto ainda ndo ha unanimidade sobre o seu papel nos
sarcomas, principalmente nos de linhagem cartilaginosa, sendo, os resultados dos
trabalhos, controversos. Endo e cols., em 2006, e Schrage e cols., em 2010
(53,54), encontraram hiperexpressdao da COX-2 associada a mau prognéstico em
CSs. Nossos resultados, por outro lado, estdo alinhados aos de Sutton e cols.
(52), que estudaram 32 tumores cartilaginosos por Western-Blotting. Nenhuma
correlacao foi encontrada, por estes autores, entre a expressdao da COX-2 e as

seguintes variaveis: idade, sexo, estadio clinico, localizacdo anatbmica,
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metastases e taxa de mortalidade. Também, Nakagawa e cols. (56), estudando
101 exemplares de CSs, ndo encontraram correlacao entre a expressao da COX-2
e 0 prognostico. Em um estudo anterior do nosso grupo (77), com 53 CSs
(sendo que sete deles eram ndo convencionais, a  saber,
quatro mesenquimatosos, dois desdiferenciados e um de células claras),
nds verificamos que a hiperexpressdo da COX-2 (acima de 50%) associava-se a
pior prognostico. Todos os 6 pacientes com CSs mesenquimatosos e
desdiferenciados faleceram em até 24 meses apdés o diagnostico. No atual
trabalho, ndés acrescentamos mais 12 CSs convencionais e excluimos os
nao-convencionais. Nesta nova amostra, a imuno-expressao da COX-2 ja néo

mostrou correlagéao prognéstica.

Em outros tumores 6sseos, tais como o osteossarcoma, também foram
publicados resultados controversos sobre a expressao da COX-2. Xu e cols. (57)
observaram que a hiperexpressdo da COX-2 associava-se a um melhor
prognostico. Dinckens e cols. (58), por outro lado, ndo encontraram correlacéo
com a evolucdo dos pacientes. Finalmente, Liao e cols. (60) e Masi e cols. (59)
observaram pior prognostico e menor sobrevida dos pacientes, quando havia
hiperexpressao deste marcador.

Houve, também, outra diferenca entre nossos resultados e os de Endo
e cols. (53). Na amostra destes autores, nao foi encontrada expressao da COX-2
nos encondromas, enquanto que 90% da nossa casuistica apresentavam
positividade a imunoistoquimica. Acreditamos haver, pelo menos, dois motivos
para explicar estes resultados discordantes: 1- o clone do anticorpo (COX-2)
utiizado nesta tese era diferente daquele do trabalho de Endo e cols.;
2- problemas relativos ao processamento do material, como na fixacdo ou
descalcificagdo, podem ter levado a perda dos epitopos. De qualquer forma,
encontramos correlacdo positiva entre a CD34-DMV e a expressdao da COX-2,
o que reforca o papel ja bem estabelecido que a COX-2 exerce sobre a
angiogénese (50,51). Portanto, ao menos indiretamente, é possivel que esta

enzima exerca influéncia no prognéstico do paciente com condrossarcoma.
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Ficou claro, neste estudo, que a hiperexpressao da COX-2 (acima de
10% de células coradas) e do VEGF (acima de 10,5% de células coradas)
correlacionou-se, respectivamente, com o aumento da densidade microvascular e
com os padrées vasculares B/C, ambos associados a maior agressividade
tumoral. Este fato demonstra que tanto um quanto o outro sdo pré-angiogénicos,

atuando, ainda que nao diretamente, na evolucao insatisfatoria destes tumores.

O dUnico caso de condrossarcoma em que as células tumorais
apresentavam expressdao de membrana do CD34, demonstrando uma possivel
vasculogénese por mimetismo, também mostrou alta densidade microvascular e
padréo vascular do tipo C. Foi tratado com desarticulacdo do membro superior
(jA& que o tumor se apresentava no umero proximal). Contrariando todas as
expectativas, apds quatro anos de pds-operatorio, 0 paciente ndo apresentava
sinais de recidiva ou metastases. Assim, embora o diagnéstico e a estimativa de
prognostico dependam do conjunto dos achados clinicos, de imagem, histolégicos,
imunoistoquimicos e da conduta terapéutica, ha, ainda, muitas variaveis a serem

identificadas.

A aplicagdo do CD105 em sarcomas ainda nao foi bem estabelecida
(38-40,45). Trabalhos sobre a angiogénese nesses tumores tém demonstrado
correlacdo com o aumento da taxa de crescimento tumoral e queda da sobrevida.
No entando, a maioria dos trabalhos utiliza o CD31 e o CD34 (38,45).
Alguns autores demonstraram aumento da expressdao do CD105 em alguns
sarcomas, poréem n&o estudaram os resultados com relagdo a sobrevida
pds-tratamento (38,45). Nao encontramos artigos publicados, na literatura
disponivel, sobre o papel da endoglina (CD105) nos tumores primarios do sistema
musculo-esquelético. A falta de expressao deste marcador nos tumores condrais,
se deve, provavelmente, a escassez de vasos neo-formados imaturos nestes
tumores (11). Nos condrossarcomas, formam-se amplos |I6bulos tumorais envoltos
por delgadas traves conjuntivo-vasculares, sendo os vasos, em geral, maduros
(dada a presenca de pericitos e/ou células musculares lisas), e estes vasos
maduros perdem a expressao do CD105 (11). S&o raros e escassos 0S vasos
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presentes no interior dos Iébulos tumorais, exceto nos tumores menos
diferenciados. Os Unicos tumores que expressaram o CD105 de forma mais
intensa (mesmo assim, em numero ndo maior que cinco em todo o corte),
foram os de moderado e alto graus (10 em 27 casos deste grupo). E possivel que
defeitos nos processos de fixacdo e descalcificacdo possam ter levado a perda
dos epitopos. No entanto, em outros artigos publicados, em que 0s espécimes
estudados haviam sido descalcificados, ndo foi observado prejuizo na expressao
do CD105 (78-80). Além disso, casos que nao foram descalcificados (material de
biopsia) e que nao expressaram o CD105, demonstraram boa qualidade da
coloragdo ao H&E (o que revela uma boa fixacdo do material. Estes resultados
sinalizam que os condrossarcomas, especialmente os de baixo grau, apresentam
baixa neoangiogénese, resultando na lenta taxa de crescimento que estes

tumores apresentam (28).
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6- CONCLUSOES

111



112



1- O estudo da angiogénese, nos condrossarcomas classicos, aferida pela
densidade microvascular e padrdo vascular, demonstrou-se util como ferramenta

prognostica.

2- A alta densidade microvascular observada nos condrossarcomas de 0SS0S

chatos pode explicar a evolugao desfavoravel dos tumores nesta localizagao.

3- A hiperexpressao dos marcadores VEGF e COX-2 correlacionou-se com o

aumento da vascularizagdo, porém n&o com o prognéstico.

4- As variaveis estudadas nao se mostraram adequadas para diferenciar o

encondroma do condrossarcoma de baixo grau.
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no diagnéstico diferencial destes tumores € na estimativa do prognéstico dos pacientes com a: 1)
avaliacdo da micro depsidade vascular, pela expressiio de CD34 ¢ CD105; 2) avaliaglo da
expressio de VEGF; 3) avaliacdo da expressao da enzima COX-2.

11l - SUMARIO

Serfio resgatados dos arquivos do Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital de
Clinicas - UNICAMP, todos os blocos de parafina relativos 4 biGpsias (incisional e excisional)
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar 0s pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositives das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
resiricdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado a dispensa do Termo do
Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa
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O contetido e as conclusdes agui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
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consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo a0 seu
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O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo {Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
mmediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitinia — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagGes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
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Em caso de projeto do Grupo I cu I apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
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serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item H1.2 e)

Relatérios parciais € final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0s prazos
estabelecidos na Reschucio CNS-MS 196/96.

Vil - DATA DA REUNIAO
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OBJECTIVES: To study the role of angiogenesis and cyclooxygenase-2 expression in cartilaginous tumors and
correlate these factors with prognosis.

INTRODUCTION: For chondrosarcoma, the histological grade is the current standard for predicting tumor outcome.
However, a low-grade chondrosarcoma can follow an aggressive course—as monitored by sequential imaging
technigues—even when it is histologically indistinguishable from an enchondroma. Therefore, additional tools are
needed to help identify the biological potential of these tumors. The degree of angiogenesis that is induced by the
tumor could assist in this task. Angiogenesis can be quantified by measuring the expression of vascular endothelial
growth factor and CD34, and cyclooxygenase-2 can induce angiogenesis by stimulating the production of pro-
angiogenic factors.

METHODS: In total, 21 enchondromas and 58 conventional chondrosarcomas were studied by examining the clinical
and histopathological findings in conjunction with the immunostaining markers of angiogenesis and cycloox-
ygenase-2 expression.

RESULTS: The significant variables that were associated with poor outcome were 1) higher-grade chondrosarcomas,
2) tumors that developed in flat bones, and 3) over-expression of CD34 (with a median count that was higher than
5.9 vessels in 5 high power fields). Moreover, CD34 expression (measured using the Chalkley method) revealed
significantly higher microvessel density in flat bone chondrosarcomas.

DISCUSSION: Previous studies have shown a positive correlation between Chalkley microvessel density and
histological grade; however, in our sample, we found that the former is predictive of the outcome.
Chondrosarcomas in flat bones have been shown to correlate with a poor prognosis. We also found that CD34
microvessel density values were significantly higher in flat-bone chondrosarcomas. This could explain—at least in
part—the more aggressive biological course that is taken by these tumors.

CONCLUSIONS: These results provide evidence that CD34 microvessel density in chondrosarcomas can be helpful in
predicting patient outcome and may add to our understanding of chondrosarcoma pathogenesis.

KEYWORDS: Histological grades; Flat bones; CD34; VEGF; Prognosis.
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INTRODUCTION

Among bone tumors, cartilage-producing tumors rank as
the third most frequent type, representing 30% of benign

Copyright @ 2011 CLINICS - This Is an Open Access article distributed under
the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http/
creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/) which permits unrestricted non-
commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
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tumors and 10-20% of malignant tumors."? The World
Health Organization (WHO) Classification of Bone Tumors
(2002), which is based on the histological grade of the
tumor, has been accepted as the standard for predicting
tumor outcome.>! The histological grading system for
chondrosarcomas (CSs) categorizes these tumors into three
grades that are based on Cul]ularity, nuclear atypia, and
pleomorphism.! Low-grade CSs tend lo grow slowly and
are associated with a 90% five-year survival rate but can
recur and metastasize. In contrast, high-grade tumors have a
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higher incidence of metastasis and a 45% five-year survival
rate*® In some borderline tumors (i.e, a grade 1 CS),
distinguishing a CS from an enchondroma (EC) may be
difficult when using only a routine histopathological
examination, as the current diagnostic criteria are not
definitive. Furthermore, these tumors have a broad array
of clinical, radiographic, and histological presentations that
cause difficulties in both diagnosis and treatment.>” Thus,
it is important to establish additional tools that could
help predict a tumor’s biological potential. The degree of
angiogenesis that the tumor elicits might assist in making
this distinction.

Angiogenesis is a fundamental step in both neoplastic
transformation and the regulation of tumor growth, as
demonstrated by Folkman® and Dvorak et al.” The interaction
of vessels with cartilaginous tissue is not a physiological step,
except during skeletal development. For example, in enchon-
dral ossification (the period in which the growth plate is
active), vessels can be seen penetrating the zones of
hypertrophied cartilage during matrix ossification.'%!!
However, normal adult cartilage is avascular. Thus, the
presence of vessels within cartilaginous tissue is associated
with pathological conditions, such as osteoarthritis and
tumors.'"!! Angiogenesis (or neoangiogenesis) can be quan-
titied by measuring the expression of certain molecules.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the
most important angiogenic factors that have been described.
Among its many functions are the formation, organization,
and migration of blood vessels. VEGF also promotes the
degradation of soft tissues around the sprouting endothe-
lium and increases the permeability of venules. An inc-
rease in VEGF staining has been described in many
epithelial, germ cell, lymphoid, melanocytic, and mesench-
ymal tumors,'*"®

CD34 is a surface glycophosphoprotein that is expressed
in small-vessel endothelial cells and is associated with
angiogenesis.'*%’

Cyclooxygenases (COXs) are enzymes that catalyze
the synthesis of prostaglandins from arachidonic acid.
Cyclooxygenase-2 (COX-2) is associated with inflammatory
and mitogenic stimuli, resulting in increased prostaﬁ]andin
synthesis in both inflamed and neoplastic tissues.”™ COX-
2 also plays an important role in carcinogenesis, as it can
induce angiogenesis by stimulating the production of pro-
angiogenic factors, such as VEGF; 23 in addition, COX-2
can inhibit tumor cell apoptosis and immune surveillance,
thus increasing the tumor’s invasive and metastatic poten-
tial 21325 Indeed, recent studies of various human tumors
showed that COX-2 over-expression is associated with poor
prognosis.?' In musculoskeletal tumors (e.g., osteosarcomas,
rhabdomyosarcomas, and CSs), studies of COX-2 over-
expression have yielded conflicting results."*

In fact, neovascularization is only one of the many
elements involved in neoplastic transformation and the
progression of a tumor to a higher histological grade.
However, because inhibiting angiogenesis is so important in
the preservation of intact cartilage (as seen in the osteoar-
thritis therapeutic appmﬁch),m" A516 ¢ jo possible that the
lack of this inhibition is a significant component in the
pathogenesis of cartilage tumors.

The present report is a retrospective study of 21 ECs and
58 conventional CSs, in which we addressed the clinical and
follow-up data and histopathological findings with regard
to immunostaining for markers of angiogenesis and COX-2
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expression. The aim of this study was to evaluate the value
of these findings as a prognostic tool in CSs and as a
possible aid in the differential diagnosis between an ECs
and a low-grade CSs.

MATERIALS AND METHODS

Patients and tumor samples

From 1988 through 2007, 141 patients with a primary EC
or CS were admitted to the University Hospital — Unicamp
(Campinas-Brazil) and Centro Médico de Campinas (Brazil).
The tumor specimens were routinely fixed in 10% formalin
and later decalcified with hydrochloric acid and ethylene-
diaminetetraacetic acid. The embedded tumor tissue from
each patient was obtained from the Department of Path-
ology. The clinical, radiographic, and follow-up information
were obtained from the patients’ medical records. The
routine staining of the tumor sections was reviewed to
confirm the diagnosis. The histological grade (on a scale of 1
to 3) of each CS was determined based on nuclear size and
staining (hyperchromasia) and cellularity according to the
WHO Classification of Bone Tumors (2002).!

Pathological material with insufficient tissue samples
for new cuts or in poor fixative condition (n=54) and
chondrosarcoma variants (mesenchymal: n =4; de-differen-
tiated: n=2; clear cell: n=2), were excluded from the
analysis. Therefore, a total of 79 patients (30 men and 49
women, ranging from 5 to 87 years of age, with a median
age of 42 years) entered the study. There was no loss of
follow-up data. The patient data are summarized in Table 1.

Twenty-one ECs that developed in the long (n=5) and
short bones (n=16) were studied. Among the CSs were 31
grade 1 CSs that developed in the long (n=23) and flat
bones (n=8). Twenty-four grade 2 CSs developed in the
long (n=18) and flat bones (n=6), and 3 grade 3 CSs
developed in the long (n=1) and flat bones (n=2). With the
goal of correlating the clinical and histological results, the
patients were divided into the following three groups:
group I (n=21) comprised the patients with an EC; group II
(n=31) comprised the patients with a grade 1CS; and
group III (n=27) comprised the patients with a grade 2 or
3Cs.

Because flat-bone CSs are associated with poor prog-
nosis,' the benign and malignant tumor anatomical sites
were also divided into three groups. Seventeen tumors
(16 ECs and 1 high-grade CS) developed in small bones
(metacarpal bone, n=11; hand phalanx, n=4; metatarsal
bone, n=1; calcaneus, n=1). Forty-eight tumors (5 ECs and
43 CSs) developed in long bones (femur, n=18; fibula, n=3;
tibia, n = 10; humerus, n=13; radius, n=3; lumbar vertebra,
n=1). Fourteen tumors (all CSs) developed in flat bones
(ribs, n=6; scapula, n= 2; pelvis, n= 6).

All of the ECs (n=21) were treated with curettage. The
CSs were removed by either wide resection or amputation,
with a wide margin in 12 cases, a marginal resection in 26
cases, and an intralesional resection or curettage in 18 cases
(all 18 of which were grade 1 CS cases).” Instead of surgery,
two extremely large pelvic tumors (in the sacrum and iliac
bone) were treated using chemotherapy and/or radio-
therapy after establishing the diagnosis by biopsy. Four of
the patients underwent chemo/radiotherapy for local
recurrence and metastasis after undergoing a marginal
resection. Chondrosarcoma size and the adequacy of the
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Table 1 - Correlation between variables in groups |, Il, and
1.

Group Il (n=31 Group Il (n=27

Group | Low-Grade  Moderate/High-

(n=21 ECs) CSs) Grade C5s)
Gender
Male 7(33.33%) 13 (41.93%) 10 (37.03%)
Female 14 (66.67%) 18 (58.07%) 17 (62.97%)
Mean age at Dx (years) 29.6 43 50
Follow-up (months) 98 66 ra
Site
small bone 16 (76.2%) 0 1(3.7%)
Long bone 5(23.8%) 23 (74.20%) 20 (74.1%)
Flat bone 0 8 (25.8%) 6 (22.22)
CoX-2
Mo expression 2 (9.5%) 20 (64.5%) 15 (55.56%)
<10% 9 (42.9%) 7 (22.6%) 6 (22.22)
10-50% 8 (38.1%) 4 (12.9%) 3(11.11%)
>50% 2 (9.5%) 0 3(11.11%)
VEGF
=10.5% 11(52.38%) 17 (54.84%) 14 (51.85%)
=>10.5% 10 (47.69%) 14 (45.16%) 13 (48.15%)
CcD34
=59 21 (100%) 27 (87%) 20 (74.1%)
>5.9 0 4 (13%) 7 (25.9%)
Qutcome 100% cured 3 (9.6%) poor 11 (40.7%) poor

Dx: diagnaosis; ECs: enchondramas; CSs: chondrosarcomas; Mod: moderate.

surgical margins were excluded from analysis, as 18 of the
58 CS patients were treated with curettage.

The follow-up interval was recorded from the time of the
surgery until January 2009. The minimum follow-up period
was 24 months (or shorter in cases of death), and the median
follow-up was 77 months (with a range of 4-250 months).

Immunohistochemical technique

The primary antibodies that were used included anti-
CD34 (Mo a Hu CD34 Class II, Clone QBEnd 10, Dako
Cytomation, Carpenteria, CA, USA) at a dilution of 1:50,
anti-VEGF (A-20 rabbit polyclonal IgG, 200 pg/ml, Santa
Cruz Biotech., Inc, Santa Cruz, CA, USA) at a dilution of
1:200, and anti-COX-2 (Cyclooxygenase-2 antibody clone-
4h12, Diagnostic Byosystem, Pleasanton, CA, USA) at a
dilution of 1:50. Epitope retrieval was achieved by steaming
with citrate buffer (at 95°C). The EnVision + Dual Link
System HRP polymer (Dako) was used as a reaction
amplifier. The antibody complex was visualized with 3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) staining
according to the manufacturer’s instructions. The sections
were counterstained with Mayer hematoxylin. The appro-
priate negative and positive controls were included in each
assay.

Immunohistochemical analysis

All of the immunostained sections were evaluated
simultaneously (using a double-headed microscope) by
two investigators (EMIA and FFC) who were unaware of
the clinical status of the patient being studied.

With regard to COX-2, a consensus judgment was
adopted as the proper tumor immunohistochemical score
according to the method of Endo et al.,** with adaptations
characterized by the mean of the proportion of stained
tumor cells in 5 “hot-spot” high-power fields (at 400x
magnification) as follows: 0 = no stained tumor cells; 1+ =
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less than 10% of all tumor cells stained; 2+ = 10-50% of all
tumor cells stained; and 3+ = more than 50% of all tumor
cells stained.

For VEGF, cellularity was quantified by counting the
relative number of immunostained cells per 5 “hot-spot”
high-power fields (HPFs) (at 400x magnification) and was
expressed as a percentage of the total number of neoplastic
cells according to the method of Avala et al."”

For the CD34 analysis, the sections were scanned using a
low-power view (at 50x magnification). Five areas display-
ing the highest number of immunostained microvessels (i.e.,
hot-spots) were identified.'”'® Next, one 400x microscopic
field (corresponding to an area of 0.1449 mm?) was chosen
within each hot-spot. A 25-point Chalkley eyepiece graticule
(Leitz Orthoplan, Leica) was applied to each selected
hot-spot field (corresponding to a Chalkley grid area of
0.041 mm?). The graticule was positioned such that the
immunostained vessels hit the maximum number of points.
The final Chalkley count for an individual tumor was taken
as the mean value of the five graticule counts. The ﬁenerally
accepted criteria for determining a vessel’s profile 1% were
followed and included any stained endothelial cells or
endothelial cell clusters that were separated from the
adjacent microvessels. A visible lumen was not a require-
ment for a structure to be counted as a microvessel. Necrotic
or sclerotic areas within the tumor and non-tumor areas that
were adiacent to the tumor were excluded from the vessel
counts 32

Statistical analysis

Chi-squared or Fisher's tests were used to compare
outcome, gender, site, follow-up span, and COX-2 expres-
sion. For the VEGF and CD34 results, Mann-Whitney test,
Kruskal-Wallis test or analysis of variance (ANOVA) with
transformation by ranks was used, followed by Tukey's test
to identify differences when necessary. To test the linear
association between two immunomarkers, the Spearman
correlation coefficient was determined. A multiple logistic
regression analysis (the generalized log model) was used to
identify factors that differentiate the histological grade of
the tumor. The process of selecting the variables that were
used was stepwise. The level of significance for the
statistical tests was set at p<<0.05. The data analysis was
performed using the SAS System for Windows version 9.2
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

RESULTS

The results are summarized in Tables 1 and 2.

The following 14 patients had poor outcomes: three in
group II (metastasis: n=1; local recurrence: n=2) and 11 in
group I (local recurrence: n=4; death: n=7). None of the
ECs recurred. None of the patients whose CS was treated
with curettage presented a tumor recurrence or poor
outcome.

There were no significant differences among the three
groups with regard to the duration of follow-up (p = 0.7431).
A poor outcome was significantly associated with the
following: 1) moderate/high-grade CS (p<0.0001); 2) tu-
mors that developed in a flat bone (p<<0.0001); and 3) over-
expression (p<<0.02) of CD34 (when the number of immu-
nostained vessels was higher than the median of 5.9 vessels
in 5 high-power fields) (Figures 1A and B). No significant
correlations were found between outcome and age
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Table 2 - Correlation between variables in groups Il
(grade | CSs) and Il (high-grade CSs).

Qutcome Good (n=44) Poor (n=14) p-value
Gender 0.7293*
Male 18 (40.1%) 5 (35.7%)
Female 26 (39.9%) 9 (64.3%)
Age (years) 0.19656*
=51 28 (63.6%) 7 (50%)
=51 16 {36.4%) 7(50%)
Histological Grade =0.0001*
Grade 1 28 (63.6%) 3 (21.4%)
Grade 2 or 3 16 (36.4%) 11 (78.6%)
Site <0.0001*
small bone 1(2.3%) 0
long bone 36 (81.8%) 7 (50%)
flat bone 7 (15.9%) 7 (50%)
CD34 MVD 0.0104%
=59 37 (84%) 7 (50%)
>59 7 (16%) 7 (50%)
COx-2 0.3364*
no expression 28 (63.6%) 7 (50%)
<10% 10 (22.7%) 3 (21.4%)
10-50% 5(11.3%) 2 (14.3%)
>50% 1(2.4%) 2 (14.3%)
VEGF expression 0.2094¥
=10.5% 22 (50%) 9 (64.3%)
=10.5% 22 (50%) 5 (35.7%)

*- Fischer test,

¥ - Mann-Whitney and ANOVA test.

(p=0.1966), gender (p=0.7293), COX-2 expression

(p=0.3364), or VEGF expression (p=0.2094). An over-
expression of VEGF (when the percentage of immunos-
tained cells was higher than the median of 10.5% in five
high-power fields) was found in 48% of low-grade CSs
(group 11) and in 59% of moderate/high-grade CSs (group
1),

None of the variables proved useful for differentiating
between low-grade CSs and ECS (p=0.7152).

A multivariate analysis of CD34 immunostaining (using
Mann-Whitney, ANOVA, and Tukey's tests) revealed a
positive association between higher microvessel density
(MVD) and flat bone sites (p<0.01). Indeed, flat bone CSs
(Figure 1B) had a mean of 6.1 CD34-positive vessels in the
Chalkley count compared with 4.7 and 4.6 CD34-positive
vessels in the long and small bones, respectively.

Although COX-2 expression was not correlated with
patient outcome, its over-expression (Figure 1C) (more than
10% positive COX-2 cells in five high-power fields) was
positively correlated (p<<0.02) with increased CD34-positive
MVD (using an ANOVA test followed by the Kruskal-
Wallis test). Among the EC cases, we found that 19/21
(90%) of the tumors stained positively for COX-2 (Fig. 1D).
In 10 of the 21 ECs (47%), an over-expression (i.e., =10% of
positive cells) was found; VEGF over-expression was found
in 13 (61%) of the ECs. Intra-tumoral CD34-positive vessels
were found in 100% of the ECs but displayed weak CD34
expression (none had a Chalkley count above 5.5).

DISCUSSION

Histological grading of CSs is considered to be the
most useful predictor of outcome,'* but this is a sub-
jective procedure, and the current criteria are not defini-
tive.*® Therefore, supplemental methods for assessing the
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Figure 1 - (A) A grade | femur chondrosarcoma (CS) with low
CD34 microvascular density (CD34 positive MVD). Bar
0.02 mm. (B) A grade Il iliac bone CS with high CD34 positive
MVD. Bar = 0.04 mm. A magnified view is shown in the inset

(bar 0.02 mm). (C) A grade 3 humerus CS. Bar=0.02 mm.
Bizarre cells are shown in the inset (bar = 0.01 mm) with diffuse
strong immunoreactivity to COX-2 antibody. (D) A hand phalanx
enchondroma with uniform and diffuse immunoreactivity to
COX-2 antibody. Bar = 0.02 mm.

prognosis of CS patients have been sought and include the
evaluation of DNA synthesis and content; flow cytometry
using molecular markers, such as p33 and MIB-1; cytoge-
netic features; histomorphometry; and radiographic classi-
fications. Nevertheless, none of these methods is considered
to be definitive.'*”

The present study provides immunohistochemical evi-
dence that MVD—as evaluated by CD34 staining—is
significantly associated with poor prognosis. Our results
differ from those of Nakagawa et al,” who found no
correlation between CD34 expression and outcome. The two
additional predictive variables that we identified (ie.,
histological grade and tumor site in flat bones) are well
known in the medical literature.'*” However, in our study,
we also found that CD34 positive MVD was significantly
higher in flat bone CSs. In animal experiments, flat and long
bones had the same density of vessels.*' However, in adults,
flat bones have functional bone marrow that contains stem
cells and produces many growth factors'® that could elicit
tumor angiogenesis.

The role of COX-2 in cartilage tumors is controversial.
Endo et al. in 2006 and Schrage et al. in 2010%* have
reported that COX-2 over-expression is associated with poor
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progn0915 in CSs. Our results are in line with those of Sutton
et al,”! who studied 32 cartilaginous tumors by Western
blot analysis and found no statistical correlation between
the expression of COX-2 and the following variables: age,
sex, stage, anatomical site, metastasis development, or
survival rate. In addition, Nakagawa et al® studied 101
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