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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas clinicas, histopatolégicas e a
express&o imunohistoquimica das proteinas p53, MDM2, CDK4, PCNA e Ki67, em
osteossarcomas de cabeca e pescogo, verificando possiveis fatores associados ao
prognostico. Foram selecionados 25 casos de osteossarcoma de cabeca e pescoco atendidos
no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otorrinolaringologia do Hospital do
Cancer A.C. Camargo de S&o Paulo. A média de idade dos pacientes foi de 29 anos, com
discreta predominédncia no género feminino. Os locais mais acometidos foram a mandibula
(60%) e a maxila (36%). Histologicamente, 72% dos casos foram do tipo condrobléastico e
28% osteoblastico. De acordo com o grau de malignidade, 52% dos casos foram
classificados como de grau intermedidrio, 44% de aito grau, e apenas 1 caso (4%) de baixo
grau. A positividade imunohistoquimica foi observada em 52% dos casos para p53, em
24% para MDM2, 84% para CDKA4, 92% para PCNA ¢ 88% para Ki67. A principal forma
de tratamento foi a cirurgia, realizada em 84% dos casos, algumas vezes em associagio
com a quimioterapia e/ou radioterapta. Cinco pacientes (20%) apresentaram recorréncia
local apds o tratamento ¢ quatro {16%) desenvolveram metastase & distdncia. A correlagio
de freqiiéncia mostrou que os principais fatores associados a situagfo clinica do paciente
foram recorréncia local e metastase a distdncia, onde todos os 5 pacientes com recorréncia
local e 3 dos 4 que desenvolveram metastase evoluiram para 6bito. A sobrevida giobal em 5
e 10 anos foi 59% e 49%, respectivamente. Os fatores mais importantes relacionados &
sobrevida foram a histéria de radioterapia prévia, tumores do tipo osteoblastico e presenca

de recorréncia local.



Abstract

The purpose of our study was to analyse the clinical and histopathological features
and the immunohistochemical expression of p53, MDM2, CDK4, PCNA and Ki67 in head
and neck osteosarcomas, verifving possible prognostic factors. Twenty-five cases of head
and neck osteosarcomas attended at the Departament of Head and Neck Surgery and
Otorhinolaringology of Cancer Hospital A.C. Camargo - Sdo Paulo - Brazil, were selected.
The mean age of the patients was 29 years, with a slight predominance in women. The most
common sites were the mandible (60%) and the maxilla (36%). The histopathological
findings showed that 72% of the tumors were condroblastic type and 28% were osteoblastic
type. According to the malignancy grade, 52% of the cases were classified as intermediate
grade, while 44% were high grade and just one case (4%) was low grade. The
immunopositivity was 52% of the cases for p33, 24% for MDM2, 84% for CDK4, 92% for
PCNA and 88% for Ki67. The main freatment approach was surgery, performed in 84% of
the cases, sometimes in association with chemotherapy and/or radiotherapy. Five patients
(20%) presented local recurrence and four (16%) developed distant metastasis. The
correlation of frequency showed that the main factors associated with the patients status
were the local recurrence and the distant metastasis, where all the 5 patients who presented
local recurrence and 3 out of 4 patients who developed distant metastasis died of the
disease. Overall survival in 5 and 10 years was 59% and 49%, respectively. The most
important prognostic factors for survival were the previous history of radiotherapy,

osteoblastic-type tumors and local recurrence.



1. Introducio

O osteossarcoma € um fumor Osseo maligno, agressivo e raro que acomete
principalmente ossos longos de criangas e adultos jovens (HUVOS, 1991). A incidéncia
desse tumor na regidio de cabega e pescoco ¢ extremamente rara, representando cerca de
10% de todos os osteossarcomas (WANEBO et al., 1992). A faixa etaria dos pacientes
acometidos pelo osteossarcoma na regido de cabega e pescoco estd entre a terceira € a
quarta décadas de vida, cerca de uma década a mais quando comparado aos osteossarcomas
de ossos longos (DELGADO et al., 1994).

Clinicamente, o principal sinal do osteossarcoma de cabeca ¢ pescoco € 0 aumento
de volume da regifio, podendo ser acompanhado de dor (GARRINGTON et al., 1967).
Microscopicamente caracteriza-se pela presenca de um estroma maligno, composto por
células pleomorficas, hipercromaticas, com a presenca de mitoses e osteoblastos atipicos
(KASSIR et al., 1997). A presenca de material ostedide € considerada como critério para o
diagndstico de osteossarcoma (LICHTENSTEIN et al, 1943; MARK et al, 1991;
MARDINGER et al., 2001). De acordo com as caracteristicas do estroma, 0s
osteossarcomas sio classificados em osteoblastico, condroblastico e fibrobléstico (UUNNI &
DAHLIN, 1989).

A principal forma de tratamento para os osteossarcomas € a remogfo cirtirgica do
tumor com amplas margens de seguranga (CRAF T, 1992). A introdugio da quimioterapia
utilizando drogas como o metotrexate, cisplatina, doxorrubicina e ifosfamida, teve um
impacto positivo no prognostico dos pacientes com ostessarcomas de ossos longos
(GOORIN et al., 1985). No entanto, a eficicia da quimioterapia em osteossarcomas de

cabeca e pescoco ainda ¢ discutida.



Alteractes em genes envolvidos no controle do ciclo celular tém sido associadas na
patogénese de muitos tipos de tumor, incluindo os osteossarcomas (CORDON-CARDO,
1995; HALL & PETERS, 1996). O gene mais estudado e mais freqiientemente relacionado
4 neoplasias malignas ¢ o P53 (NIGRO et al., 1989). Além do P53, genes localizados no
brago longo do cromossomo 12 como o MDM?2 (murine double minute 2) e o CDK4
(cyclin dependent kinase 4) (OLINER et al., 1992; LEACH et al., 1993; MATSUSHIME et
al., 1994), tém sido encontrados alterados em osteossarcomas (WUNDER et al., 1999;

GAMBERI et al., 2000).



2. Revisao da Literatura
2.1. Epidemiologia

Os sarcomas so neoplasias malignas originarias de tecido mesenquimal e podem
ser classificadas de acordo com o tecido de orgem como fibrossarcoma,
rabdomiossarcoma, leiomiossarcoma, condrossarcoma, osteossarcoma, enire outros. Estas
neoplasias raramente acometem a regiéio de cabeca e pescogo, representando menos de 1%
dos turnores malignos dessa regido (SETZEN et al., 1979).

O osteossarcoma (OS) ¢ um tumor désseo maligno incomum que ocorre mais
freqiientemente em ossos longos de criangas e adultos jovens. No entanto, pode afetar
qualquer osso do esqueleto (HUVOS, 1991). Segundo UNNI (1996) ¢ DORFMAN &
CZERNIAK (1998), o osteossarcoma representa 40% a 60% dos tumores ¢sseos malignos
(COHEN, 1993) e 20% de todos os tumores dsseos. O nuimero de novos casos de
osteossarcoma por ano nos Estados Unidos ¢ de aproximadamente 7.400, provocando cerca
de 4.200 mortes (ANTMAN et al., 1989).

A ocorréncia desse tumor na regifio de cabeca e pescogo € mais rara, representando
aproximadamente 10% dos osteossarcomas, afetando principalmente maxila e mandibula
(VEGE et al., 1991; WANEBO et al,, 1992; DELGADO et al., 1994). Por outro lado, em
uma série de 1200 osteossarcomas revisados em um periodo de 51 anos, observou que
apenas 5,4% estavam localizados na regifio de maxila e mandibula (HUVOS, 1991). A
incidéncia estimada de novos casos de osteossarcomas de cabega € pescogo por anc nos

Estados Unidos € de 0,07 em 100.000 pessoas (CLARK et al., 1983).



2.2. Etiologia

Apesar da etiopatogenia do osteossarcoma ser desconhecida, varios fatores tém sido
associados ao desenvolvimento desse tumor. Com relagiio a irradiacdo utilizada no
tratamento de neoplasias, tem sido reportado que ¢ tecido dsseo estd freqiientemente
presente no campo de tratamento, favorecendo o desenvolvimento de sarcomas,
principalmente o osteossarcoma e o fibrossarcoma (UUNNI et al., 1996). Segundo UNNI &
DAHLIN (1989), o periodo entre a radioterapia e o aparecimento dos sarcomas pode variar
de 3,5 anos até 50 anos, com uma média de aproximadamente 13 anos. Os sarcomas
desenvolvidos pods-irradiagfio sdo geralmente de alto grau de malignidade (UNNI &
DAHLIN, 1989). DICKENS et al. (1990) realizaram um estudo na China onde a incidéncia
de carcinoma de nasofaringe ¢ alta, ¢ observaram 4 casos de osteossarcoma de maxila em
1.000 pacientes tratados com radioterapia.

Desordens benignas pré-existentes como doenca de Paget e displasia fibrosa
também tém sido relacionados com o desenvolvimento de osteossarcomas

(GARRINGTON et al., 1967; UNNI, 1996). No entanto, a incidéncia de osteossarcomas
que surgem em pacientes com doenca de Paget ¢ baixa, sendo provavelmente menor que
1% entre todos os osteossarcomas. O crinio € o local principal de ocorréncia de
osteossarcomas que se desenvolvem apés doenca de Paget (SALVATI et al., 1993). Os
osteossarcomas relacionados & doenca de Paget também sfio geralmente de alto grau de
malignidade, tendo consequentemente, um prognostico desfavoravel (UNNI & DAHLIN,
1989). UNNI em 1996 relatou que dentre 1.649 pacientes com tumores 6sseos, havia em 51

casos condigdo médica pré-existente, sendo a doenga de Paget e radioterapia as mais



freqitentes. Além do osteossarcoma, outros sarcomas como o fibrossarcoma e o
fibrohistiocitoma maligno também estio reiacioné—dos com a doenca de Paget.

Pessoas com histéria de retinoblastoma na infancia também apresentam um risco
maior de desenvolvimento de osteossarcomas (GARRINGTON et al., 1967; SALVATI et
al., 1977, GOORIN et al., 1985; MALAWER et al.,, 1989; BRAMWELL, 1995).

Outras anormalidades Osseas como osteocondromatose multipla, osteomielite
crbnica, miosite ossificante (SALVATI et al., 1993) e trauma (GARRINGTON et al., 1967,
LIVOLSI, 1977; BRAMWELL, 1995) também tém sido relacionadas como fatores de risco

para o desenvolvimento de osteossarcomas.



2.3, Caracteristicas Clinicas

(s osteossarcomas, em geral, afetam principalmente adolescentes. No entanto, pode
ser encontrado em qualquer idade, apresentando uma distribuigfio etaria bimodal com pico
maximo na segunda década e outro um pouco menor depois dos 50 anos (DORFMAN &
CZERNIAK, 1995). Osteossarcoma de ossos longos € o terceiro tumor maligno mais
comum em adolescentes (COHEN, 1993), com pico de incidéncia entre os 10 e 14 anos,
coincidindo com o periodo de méximo crescimento corporal (PARKIN et al., 1993;
BRAMWELL, 1995). Atinge principalmente a metafise distal do fémur, proximal da tibia e
metafise umeral (BENNETT et al., 2000).

Na regifio de cabeca e pescogo o pico de incidéncia do osteossarcoma € entre a 3% e
4% décadas de vida (VEGE et al., 1991; WANEBO et al., 1992). CLARK et al. (1983)
relataram que a idade média dos pacientes com osteossarcoma de cabega e pescoco foi de
34,2 anos. VEGE' et al. (1991) observaram idade média de 30,9 anos em estudo realizado
na India, e CHINDIA et. al. (2001) encontraram idade média de 27 anos em estudo com
quenianos. ODA et al. (1997) avaliando osteossarcomas da regifio de cabeca e pescogo na
Universidade de Washington observaram idade média superior ao encontrado em outros
trabalhos, correspondendo a 40,9 anos.

Quando o OS desenvolvem apos historia de radioterapia ou doenca de Paget, a
idade média dos pacientes ¢ geralmente mais elevada que em outros casos (FRASSICA et
al., 1991; MARK et al., 1994; BIELING et al., 1996).

Os osteossarcomas afetam mais comumente homens, numa relagio homem:muther
de 1,6:1 (CRAFT, 1992). Na regifio de cabega e pescogo parece afetar igualmente os dois

géneros (HA et al., 1999). No entanto, alguns autores relataram uma pequena predileg¢éo no

10



género masculino (ODA et al., 1997), enquanto outros mostraram maior ocorréncia em
mulheres (TANZAWA etal, 1991; BENNETT et al., 2000).

Clinicamente, o primeiro sinal do osteossarcoma de cabega e pescogo € 0 aumento
de volume da regido (GARRINGTON et al., 1967). Outras caracteristicas também podem
estar presentes como dor, parestesia e ulceragdo (BENNETT et al., 2000).

Segundo estudo de MARDINGER et al. (2001), em todos os 14 casos analisados os
pacientes apresentavam um aumento de volume indolor, e todos os casos com
envolvimento de corpo mandibular apresentavam também parestesia.

TANZAWA et al. (1991) relataram que além do aumento de volume, a dor estava
presente em 3,4% dos pacientes. BENNETT et al. (2000) descreveram dor, ulceracio e
parestesia dos nervos mentoniano, alveolar inferior e infra-orbitdrio como as principais
caracteristicas iniciais. Quando em mandibula, 20% a 25% dos pacientes apresentam
parestesia (YAGAN et al., 1985). Outros autores também reportaram porcentagem de
parestesia semelhante em outros nervos trigeminais (LINDQVIST et al., 1986; CHEN &
LIN, 1992).

A mobilidade dental também pode esté.r relacionada ao osteossarcoma na mandibula
e maxila, podendo ser, em algumas situac¢8es, o primeiro sinal da doenca (RUSS & JESSE,
1980; BENNETT et al., 2000). Outros sinais ¢ sintomas menos freqlientes sdo exoftalmia,
febre e perda de peso (BONADONA & DELLA CUNA, 1988; TANZAWA et al., 1991).

O periodo médio entre o aparecimento dos primeiros sinais e sintomas até a consulta
inicial ¢ de 3 meses (CLARK et al., 1983). No entanto, apesar de ser um tumor agressivo,
alguns pacientes apresentaram queixas longas antes do diagnéstico, sugerindo crescimento
lento (TANZAWA et al,, 1991). O aumento de volume em regido facial pode ser percebido

rapidamente, devido a problemas estéticos e funcionais (MARDINGER et al., 2001).

11



Os principais ossos acometidos pelo osteossarcoma na regido de cabega e pescogo
sdo a maxila e a mandibula (VEGE et al., 1991). TANZAWA et al. (1991) e BENNETT et
al. (2000), analisando osteossarcomas de cabeca e pescogo, descreveram maior ocorréncia
na mandibula. Entretanto, CLARK et al. (1983) relataram ocorréncia semelhante na maxila
e mandibula, correspondendo a 51% e 49%, respectivamente. MARDINGER et al. (2001),
estudando 14 osteossarcomas da regido de cabega e pescoco, encontraram 8 casos
envolvendo a maxila e 6 a mandibula.

Com relagfio a lateralidade, TANZAWA et al. (1991) descreveram que ndo havia
diferenca na distribuicdo quando estavam localizados na mandibula. No entanto, quando
ocorria na maxila, o lado direito foi mais afetado (2:1). De acordo com a regifio da
mandibula, de 24 casos analisados, 15 ocorreram na regifo de molares, 7 na regido do ramo
ascendente e 2 na regido de incisivos. BENNETT et al. (2000) também observaram que o
corpo e ramo ascendente da mandibula foram os locais mais afetados. YAGAN et al.
(1985) observaram que dois tergos dos tumores em mandibula acometiam a regido de
corpo, e o terco restante em sinfise, ramo e dngulo. BERTONI et al. (1991) relataram que
na maxila os locais mais acometidos eram o processo alveolar e o antro ¢ BENNETT et al.
(2000) verificaram uma predileg8o pela regifio de caninos e pré-molares.

Os osteossarcomas em maxila tendem a ser maiores do que os mandibulares, e
podem se estender para a fossa infratemporal e para o seio maxilar MARDINGER et al,,
2001). Além da maxila e mandibula, o osteossarcoma pode raramente envolver outros 0ssos
craniofaciais como o esfendide, etmoide, temporal, frontal, parietal, occipital, orbital,
zigomatico e processo mastoide (DEFRIES et al., 1979; MARK et al.,, 1991; HA et al,

1999).
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Por outro lado, em ossos longos, 0s pacientes com osteossarcoma relatam a dor
como queixa principal, enquanto que o aumento de volume é encontrado em uma fase mais
avancada da doenga. Além disso, distirbios neurolégicos, como parestesia, ndo
representam grande significado em osteossarcomas de ossos longos (MARDINGER et al.,
2001). Os principais locais acometidos pelos osteossarcomas nessa regido sfo a epifise
distal do fémur, a proximal da tibia e a proximal do Gmero (DAVIS et al., 1994).

Os osteossarcomas se espalham microscopicamente pelo trabeculado 6sseo (PEASE
et al., 1975; HOFFMAN et al., 1987). Outro local por onde podem se infiltrar € o canal
mandibular (YAGAN et al., 1985). Estruturas como o ligamento periodontal, nervo
mentoniano e alveolar inferior também podem facilitar a invasio do tumor para tecidos
moles adjacentes (MARDINGER et al., 2001).

Raramente, o osteossarcoma pode se apresentar primario de tecidos moles ou de
outros 6rgdos como o coracdo (LOWRY & McKEE, 1972) e a bexiga urinaria (MURAT et
al., 1975). O comportamento bioldgico desses tumores é similar agueles primarios de 0ssos,

mas ocorre em pacientes com idade mais avancada (REYES et al., 1981).
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2.4. Caracteristicas Radiograficas

A imagem radiografica dos osteossarcomas varia desde areas radiolucidas a areas
densas radiopacas com margens irregulares, podendo ser observada trés aspectos principais:
osteolitico, esclerdtico ou misto (YAGAN et al., 1985).

Nos estagios iniciais as alteragdes so discretas, com pequena variagio no padrio do
trabeculado dsseo normal, sendo caracteristico um aumento do espago do ligamento
periodontal se os dentes estiverem envolvidos (SPJUT et al., 1971).

LINDQUIST et. al. (1986) consideraram o aumento do espaco do ligamento
periodontal, aumento do canal do nervo alveolar inferior e aspecto radiografico de "raios de
sol" quase patognoménicos de osteossarcoma na regido de mandibula e maxila. Na revisédo
de oito casos realizada por DOVAL et al. (1997), apenas 1 caso apresentou o aspecto
radiografico de “raios de sol”. Este aspecto radiogréfico também pode aparecer em casos de
carcinoma metastatico, mieloma mulitiplo, sarcoma de Ewing avancado, tuberculose e
outras doencas osseas inflamatorias (HIGH et al., 1978).

PETRIKOWSKI et al. (1995) afirmaram que ¢ difici! distinguir radiograficamente o
osteossarcoma de outras lesGes dsseas benignas como a displasia fibrosa e a osteomielite, €
reportaram que as principais caracteristicas radiograficas dos osteossarcomas da regido de
cabega e pescogo sdo: margens irregulares, destruigdo da cortical, destruigio da lamina
dura, aumento do espago do ligamento periodontal e formacéo de tecido 6sseo calcificado
{aspecto radiopaco).

A tomografia computadorizada e a ressonéncia nuclear magnética sdo exames

auxiliares para a observagfo do envolvimento intra e extramedular, calcificagdes € invasio
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de tecidos adjacentes, principalmente a fossa pterigopalatina, fossa infratemporal e

cavidade craniana (BERTONI et al., 1991).

2.5. Caracteristicas Histopatologicas

Microscopicamente o osteossarcoma caracteriza-se pela presenga de um estroma
maligno, composto por células pleomdrficas, hipercromaticas, com a presenca de mitoses e
ostecblastos atipicos (KASSIR et al., 1997). A formacéo de material ostedide € considerada
como critério para o diagnostico de osteossarcoma (LICHTENSTEIN et al., 1943; MARK
etal., 1991; MARDINGER et al., 2001).

De acordo com as caracteristicas do estroma, 0s osteossarcomas sio classicamente
classificados em osteoblastico, condroblastico e fibroblastico. O tipo osteoblastico, que
representa cerca de 50% dos osteossarcomas, caracteriza-se por apresentar células malignas
atipicas que produzem grande quantidade de ostedide. As células malignas usualmente sio
fusiformes, pequenas ou até mesmo com aparéncia epitelidide ¢ raramente a matriz é
madura e trabecular. O tipo condrobléstico corresponde a 25% dos osteossarcomas e se
caracteriza por apresentar predominantemente diferenciacio condrdide. As células
cartilaginosas tém uma atipia pronunciada ¢ so arranjadas em 16bulos. Na perifenia dos
lébulos as células malignas se apresentam em camadas e usualmente hd producfo de
ostedide. Ocasionalmente, a formacdo de ostedide ocorre nos centros dos lébulos. O tipo
fibroblastico caracteriza-se pela predominéncia e proliferacio de células fusiformes
malignas, se assemelhando ao fibrossarcoma. A produgfio de ostedide é minima e focal, e

representa cerca de 25% dos osteossarcomas em geral (UNNI & DAHLIN, 1989).
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Existem outras classificagbes que incluem os tipos telangiectdsico, de pequenas
células, de células gigantes e justacortical (LANZKOWSKY, 2000). O osteossarcoma
telangiectasico se apresenta histologicamente semelhante ao cisto dsseo aneurismatico, com
espacos contendo células gigantes benignas separados por septos. Entretanto, esses septos
contém células atipicas. Nio se sabe se o prognéstico nesse tipo de osteossarcoma €
diferente do convencional. No entanto, é importante reconhecé-lo por suas caracteristicas
peculiares (UNNI & DAHLIN, 1989).

O osteossarcoma justacortical divide-se em parosteal e periosteal. O parosteal foi o
primeiro osteossarcoma justacortical, ou de superficie, a ser reconhecido como uma
entidade especifica (GESCHICKTER & COPELAND, 1951). Ocorre em pacientes adultos
jovens, principalmente em mulheres, sendo 80% dos casos na distal do fémur. O
osteossarcoma parosteal deve ser distinguido de lesdes benignas que podem se localizar na
regido justacortical como o osteocondroma e a miosite ossificante (NEWLAND &
AYALA, 1977). O osteossarcoma do tipo periosteal € menos comum que 0 parosteal com
moderada diferenciagfo histoldgica e apresenta predominio do componente condroblastico.
Freqiientemente a matriz 6ssea esta lpresente no centro dos lobulos de cartilagem (UNNI &
DAHLIN, 1989).

Na regido de cabeca e pescogo, o tipo condroblastico tem sido descrito como
predominante (CLARK et al., 1983; VEGE et al.,1991; DELGADO et al., 1994). No
entanto, no estudo de 52 casos no Japfio, TANZAWA et al. (1991) observaram
predomindncia do tipo osteoblastico (57,7%).

J4 em osteossarcomas que afetam ossos longos, o tipo osteoblastico € predominante.
LEONARDO et al. {(1997) observaram predominincia do subtipo osteoblastico (53%),

seguido pelo subtipo condroblastico (17%).
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De acordo com o grau de malignidade, os osteossarcomas podem ser classificados
em alto, intermedidrio e baixo grau. CLARK et al. (1983) relataram que a maioria dos
tumores na regifo de cabeca e pescoco (56%) eram de alto grau de malignidade.
MARDINGER et al. (2001} também observaram predominéncia dos osteossarcomas de alto
grau (79%), assim como BERTONI et al. (1991), AUGUST et al. (1997) e HA et al.
(1999), que mostraram uma relacfo de 9:1 entre os osteossarcomas da regido craniofacial
de alto e de baixo grau de malignidade. Em comparagio com osteossarcomas de ossos
longos, os de cabega e pescogo nfo apresentam diferengas quanto ao grau de malignidade
da doenga (SLOOTWEG & MULLER, 1985).

Osteossarcomas intra-6sseos de baixo grau de malignidade sSio raros, sendo
freqlientemente diagnosticados come neoplasias benignas, sendo a displasia fibrosa a mais
comumnm (RAUBENHAIMER & NOFFKE, 1998). Os pacientes acometidos por
osteossarcomas de baixo grau sdo geralmente adultos jovens. Radiograficamente apresenta
caracteristicas de uma lesdo benigna, sendo geralmente radioltcido com trabéculas ésseas
radiopacas. Microscopicamente pode se observar uma pequena proliferacio de células
fusiformes apresentando minima atipia e raras figuras de mitose. O tumor é distinguido de
uma lesfo fibro-6ssea benigna pela presenca de invasfo da medula 6ssea e de tecidos moles
extra-0sseos (UNNI & DAHLIN, 1989).

Existem poucos métodos que podem ser utilizados nos cortes histoldgicos para
auxiliar no diagnostico de um osteossarcoma, tentando diferencia-lo de outros sarcomas ou
de lesOes fibro-Gsseas benignas. Tem sido sugerido que as proteinas da matriz 6ssea possam
auxiliar na diferenciacdo do osteossarcoma de outros sarcomas. A osteocalcina por
exemplo, é uma proteina especifica do tecido 0Osseo que pode ser utilizada para a

diferenciagdo entre osteossarcoma e fibrohistiocitoma maligno. Tanto a osteonectina quanto
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o coldgeno tipo | podem ser encontrados em tumores formadores de tecido dsseo, no
entanto essas proteinas nfo sfo especificas de tecidos malignos (UEDA & NAKANISHI,
1989). Recentemente o cbfa 1 (DUCY et al., 1997), um gene que codifica um promotor
intranuclear da osteocalcina, tem sido identificado como sendo especifico em células com
linhagem osteoblastica e pode ter wmn papel no diagnéstico do osteossarcoma, podendo

diferencia-lo de outros sarcomas (BENNETT et al., 2000).
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2.6. Tratamento

O tratamento do paciente com osteossarcomas de cabega ¢ pescogo requer uma
equipe multidisciplinar incluindo cirurgido de cabega e pescogo, patologista, oncologista,
oftalmologista, neurocirurgifio, radioterapeuta, cirurgifio plastico, cirurgifo-dentista,
nutricionista, fisioterapeuta, terapeuta ocupacional entre outros (TRAN et al.,, 1992). A
principal forma de tratamento para esse tipo de tumor € a ressecclio cirurgica. A
quimioterapia € a radioterapia também séo freqlientemente empregadas em associago com

a cirurgia para o tratamento desses tumores.

2.6.1. Cirurgia

E o tratamento de escolha tanto para os osteossarcomas intramedulares quanto para
os justacorticais (KRAGH et al., 1958; GARRINGTON et al., 1967; FU & PERZIN, 1974;
CRAFT, 1992). Ressecgéio cirtrgica radical com margens adequadas € necessdria porque
fregiientemente hé extensfo do tumor para dentro do trabeculado 6sseo além das margens
radiograficas.

Devido as caracteristicas anatOmicas, a cirurgia para a remogio completa de
tumores na regifio de cabeca e pescogo € complicada (ODA et al., 1997). Para os tumores
maxilares, o tratamento € a maxilectomia radical com preservagio do assoalho da drbita se
possivel. Na mandibula, 2 hemimandibulectomia € o tratamento de escolha. Andlise
intraoperatdria das margens cirtrgicas pela técnica do congelamento pode contribuir para a
remocio completa dos tumores. O esvaziamento cervical normalmente ndo é realizado de
forma eletiva, sendo indicado em casos com comprometimento linfonodal (RUSS &

JESSE, 1980).
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2.6.2. Quimioterapia

Com base na alta prevaléncia de metastases subclinicas em osteossarcomas de 03sos
longos, a quimioterapia foi introduzida, tendo um impacto positivo no progndstico desses
pacientes. JAFFE et al. em 1977 relataram bons resultados administrando altas doses de
metotrexato em pacientes com osteossarcomas de ossos longos. Desde entdo, a
guimioterapia se tornou uma terapéutica adjuvante importante no tratamento desse tipo de
tumor. Além do metotrexato, outras drogas como a doxorrubicina, cisplatina e ifosfamida
estdio sendo incorporadas para o tratamento desse tipo de tumor (WHELAN, 1997).

A sobrevida em 5 anos para pacientes tratados apenas com cirurgia era de 15%, e
aumentou para 60% a 80% em pacientes tratados com cirurgia e quimioterapia (GOORIN
et al., 1985; ELIBER & ROSEN, 1989; PRATT et al., 1990). Utilizando a quimioterapia
pré e pos-cirtirgica combinada com a cirurgia radical, ROSEN et al. (1982) relataram 93%
de sobrevida em 20 meses em osteossarcomas de ossos longos. A quimioterapia pré-
operatoria promove uma redugfo no fumor por necrose, o que favorece a remocao cirurgica
total (SMEELE et al., 1997).

Em osteossarcomas da regido craniofacial a quimioterapia também vem sendo
utilizada, no entanto, os resultados nfo sSo claros. Em um estudo retrospectivo,
RAYMOND et al. (1989) relataram uma porcentagem de sobrevida em 5 anos de 33% em
pacientes tratados com cirurgia e quimioterapia e de 41% em pacientes tratados apenas com
cirurgia. Essa diferenca, no entanto, nfio foi estatisticamente significante. Varios autores
tém reportado que a quimioterapia juntamente com a cirurgia nfo tem promovido mudangas
significativas no prognostico (RAYMOND et al., 1989; BERTONI et al., 1991; KASSIR et
al., 1997). Por outro lado, SMEELE et al. (1997), relataram que a quimioterapia methorou a

taxa de sobrevida dos pacientes com osteossarcomas craniofaciais.
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2.6.3. Radioterapia

Os osteossarcomas sdo relativamente radiorresistentes, necessitando de doses acima
de 6000 cGy para ter algum efeito (HUVOS, 1991). De um modo geral, a radioterapia tem
sido utilizada para os casos de tumores residuais, recorréncias e para 0s tumores
considerados noperaveis (FORTEZA et al., 1986). CHAMBERS & MAHONEY (1970),
relataram bons resultados utilizando altas doses de radiagio (10.000 — 16.000 c¢Gy) seguido
de remogio cirurgica radical. No entanto, muitos outros autores mostraram que a
radioterapia foi ineficaz no tratamento de osteossarcomas dos maxilares (LINDQVIST et
al., 1986; MARK et al., 1991; TANZAWA et al., 1991; SMEELE et al., 1997). DELGADO
et al. (1994) mostraram que quando as margens de uma cirurgia nfo sfo consideradas livres
da doenca, o uso de radioterapia ndo melhora o progndstico do paciente. A radioterapia é
mais freqiientemente utilizada em osteossarcomas da regifio de cabega e pescogo do que em
ossos longos, particularmente em casos onde a remog8o cirdrgica completa ndo ¢ possivel

(ODA et al., 1997).
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2.7. Recorréncia Local

A principal complicacdo do osteossarcoma na regifio de cabeca e pescogo € a
recorréncia local, que ocorre em cerca de 33% a 69% dos pacientes (BERTONI et al.,
1991). Os locais mais comuns de recorréncia sdo a mandibula (39% a 70%) e a maxila (13
a 53%) (CARON et al,, 1971; RUSS & JESSE, 1980; VEGE et al., 1991).

Recorréncia local e extensfo intracraniana sfio as causas mais freqiientes de fathas
no tratamento (KRAGH et al., 1958; FINKELSTEIN, 1970). A recorréncia local de
osteossarcomas da regido de cabega e pescogo € extremamente dificil de ser tratada e os
pacientes afetados geralmente evoluem para 6bito (DELGADO et al., 1994; GREENBERG
et al., 1994). A maioria dos pacientes que morrem devido & recorréncia local evoluem para

obito apds cerca de 2 a 3 anos {CLARK et al., 1983).
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2.8. Metastase

As metéstases regionais € & distdncia de osteossarcomas da regido de cabega e
pescoco sdo raras no momento do diagnodstico. Quando se desenvolve apos o diagndstico,
ocorre, na maioria das vezes, apos 18 a 24 meses (CARON et al., 1971; BATSAKIS, 1987;
VEGE et al., 1991). Os principais locais de metastases a distincia dos osteossarcomas s#o
os pulmdes, outros ossos ¢ figado (MARDINGER et al., 2001). Sendo assim, radiografias
de toérax devem ser feitas periodicamente em pacientes que foram tratados de
osteossarcoma, para verificar o possivel desenvolvimento de metdstase em pulmio
{GORSKY & EPSTEIN, 1999). Metastases para linfonodos regionais sdo raras em
osteossarcomas de cabega e pescoco (RAYMOND et al., 1989; DELGADO et al., 1994).

BATSAKIS (1987) observou que 33% dos casos haviam sofrido metdstase. Em
outro estudo mais recente, MARDINGER et al. (2001) relataram que 18% dos casos de
osteossarcomas de cabega e pescoco publicados na literatura apresentaram metastase.

Por outro lado, em osteossarcomas de ossos longos as metastases sdo mais
freqiientes e encontradas muitas vezes no momento do diagndstico (FERRARI et al., 2001),
ocorrendo principalmente nos pulmdes. Alguns estudos relataram gque mais de 80% dos
pacientes com osteossarcomas de ossos longos apresentam metdstases microscépicas
subclinicas no momento do diagnéstico (BENJAMIN, 1989; ELIBER & ROSEN, 1989;
DORFMAN & CZERNIAK, 1995). Poucos pacientes nos quais as metastases sfo

detectadas nos estagios iniciais da doenca podem ser curados (WHELAN, 1997).
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2.9. Prognostico

Acredita-se que os osteossarcomas de maxila e mandibula se comportam
diferentemente dos de ossos longos, tendo um melhor prognéstico (CLARK et al., 1983;
DAHLIN, 1988; NICHOLSON, 1993). No entanto, novos trabalhos estudando um namero
maior de casos t€m mostrado que a sobrevida a longo prazo é menor que 35%, devido
principalmente & recorréncia local (VAN ES et al,, 1997). De acordo com o trabalho de
REGEZI et al. (1987), a sobrevida de pacientes com osteossarcomas nos maxilares ¢ de
aproximadamente 40% em 5 anos, enquanto que em outros 0ssos ¢ de 20%.

O tempo de sobrevida parece estar relacionado com varios fatores como local de
origem do tumor primario, idade do paciente, desenvolvimento de recorréncia local,
presenca ou nfo de metastases, presenca de doengas pré-existentes e forma de fratamento.
De acordo com o local acometido, estudos mostram um tempo de sobrevida maior em
pacientes com lesdes mandibulares quando comparados com pacientes com lesdes na
maxila (GARRINGTON et al., 1967; FU & PERZIN, 1974). Qutros autores mostraram qgue
a taxa de sobrevida em 5 anos variou de 24% a 50% em pacientes com lesdes mandibulares
e 19% a 30% em pacientes com tumores na maxila (KRAGH et al., 1958; GARRINGTON
et al., 1967; FILKELSTEIN, 1970; CARON et al., 1971). A regido de sinfise mandibular
tem sido o local com melhor progndstico e o antro maxilar o pior (GARRINGTON et al.,
1967, CARON et al., 1971).

O prognéstico € melhor em pacientes jovens (VEGE et al., 1991; HUVOS, 1991;
SMEELE et al., 1994; AUGUST et al.,, 1997), diagnosticados precocemente e tratados com

cirurgia radical (DELGADO et al., 1994).
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A principal causa de morte em pacientes com osteossarcoma de cabega e pescogo €
a recorréncia local da doenga (MARDINGER et al., 2001), além de extensdo para a base do
cranio e cérebro (FORTEZA et al, 1986). O prognéstico ¢ bastante desfavoravel em
pacientes com ressec¢do incompleta da lesdo ou recorréncia local (RAYMOND et al.,
1989; SMEELE et al., 1994; HA et al., 1999).

A presen¢a de metastase & distancia reduz a taxa de sobrevida a praticamente zero
na maioria dos casos (BATSAKIS et al., 1980). Em casos de osteossarcomas associados a
presenga de doengas pré-existentes, como doenga de Paget, a sobrevida € extremamente
baixa (BATSAKIS et al., 1980).

Pacientes com osteossarcoma em regido de cabeca e pescoco tratados com cirurgia
radical apresentam média de 80% de sobrevida em 5 anos (RUSS & JESSE; 1980; CLARK
etal., 1983; RYAN etal., 1986; SMEELE et al., 1954).

Segundo trabalhos de GARRINGTON et al. (1966) ¢ DAHLIN & COVENTRY
(1967), néo ha correlagio entre o tipo histolégico e o prognodstico da doenca. No entanto,
tumores do subtipo fibroblastico, em pacientes de 25 a 30 anos, parecem apresentar um
prognostico mais favoravel (BENTZEN et al., 1988).

Devido ao pequeno mimerc de casos relatados e a falta de uniformidade na
classificacdo histologica dos osteossarcomas de cabeca e pescogo, a relacio entre o grau de
malignidade € o prognéstico permanece duvidosa (SLOOTWEG & MULLER, 1985). No
entanto, tem sido relatado que tumores considerados de alto grau de malignidade exibem
um prognostico pior (CLARK et al., 1983; BERTONI et al., 1991; HA et al., 1999).

Os tumores justacorticais também parecem apresentar um prognoéstico melhor que

os intramedulares (CKADA et al., 1999).
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2.10. Marcadores Moleculares

(O desenvolvimento e a progressio de neoplasias malignas em humanos sio
caracterizados pelo acimulo de alteragdes genéticas. As investigacSes dessas alteragdes sdo
importantes para entender os mecanismos de oncogénese, avaliar o comportamento
biologico, e consequentemente aperfeicoar terapéuticas favorecendo o prognéstico (LOPES
et al., 2001).

Alteractes em genes envolvidos no controle do ciclo celular tém sido associadas na
patogénese de muitos tipos de tumor, incluindo os sarcomas (CORDON-CARDO, 1995;
HALL&PETERS, 1996). O gene mais estudado e mais fregiientemente relacionado a
neoplasias malignas € o p33 (NIGRO et al., 1989).

Além do p53, genes localizados no brago longo do cromossomo 12 t€m sido
enconirados alterados em diferentes tumores, incluindo os osteossarcomas (WUNDER et
al., 1999). Os genes MDM2 (murine double minute 2) ¢ 0 CDK4 (cyclin dependent kinase
4) encontram-se nessa regido (OLINER et al., 1992; LEACH et al., 1993; MATSUSHIME
et al., 1994).

Assim como oncogenes e genes supressores de tumor, outros marcadores podem ser
utilizados para avaliar o comportamento de tumores. Estudos tém revelado que a atividade
celular proliferativa pode estar fortemente associada com o comportamento biolégico de
varios tumores (QUINN & WRIGHT, 1990). Esta atividade proliferativa pode ser analisada
a partir da reacdo de imunohistoquimica com anticorpos para PCNA e Ki67 (NAWA et al.,

1996).
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2.10.1. P53

O P53 € um gene supressor de tumor localizado no brago curto do cromossomo 17.
A proteina codificada por esse gene, também chamada de p533, consiste em 393
aminodacidos compreendendo quatro regides com diferentes funcdes (NYLANDER et al.,
2000).

O P33 atua como um "policial molecular” que impede a propagacio das células
geneticamente danificadas (LEVINE, 1997). Pode ser ativado por diferentes situagdes
estressantes na qual a célula pode passar, como por exemplo, danos no DNA e irradiagéo
ultravioleta INYLANDER et al., 2000). Uma vez ativada, a proteina p53 conduz a ativagio
de outros genes para a producfo de outras proteinas. O p53 ativado induz a interrupgéo do
ciclo celular na fase G1, causada pela transcri¢do do inibidor da CDK (cyclin dependent
kinase) p21. O p2l inibe os complexos ciclina/CDK e, assim, impede a fosforilagio da
proteina Rb necessaria para a entrada das células na fase S. Essa pausa no ciclo celular ¢
necessaria para o reparo do DNA, feito pela proteina GADD45 (Growth Arrest and DNA
Damage), que também ¢ ativada pela p53. Se o reparo for bem sucedido, a pS3 ativa o gene
MDM?2, cuja funcfo esté relacionada com a inativacio da p53, com consegiiente liberagéo
do ciclo celular. Se o reparo nfo for bem sucedido, a p53 induz a ativacdo de genes
indutores da apoptose, como o bax e o IGF-BP3. Quando o P53 sofre mutagiio ou esta
ausente, as células prosseguem com a replicacio do DNA danificado, o que resultard em
mais mutagdes, rearranjo dos cromossomos e aneuploidia (MOLL & SCHRAMM, 1998).

A proteina p53 tem uma vida média curta e portanto dificil de ser detectada em
tecidos normais. Entretanto, em casos de mutagfo, defeito na degradacio ou por ligagio a
outras proteinas, pode permanecer em alguns tecidos por um periodo longo de tempo

(NYLANDER et al.,, 2000). A detecciio da p53 através de imunohistoquimica, tem sido
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correlacionada com a sua mutagio (BAAS et al., 1994), devido a um aumento na vida
média da proteina mutada (FINLAY et al., 1988). No entanto, os anticorpos utilizados para
analises de materiais parafinados reconhecem tanto a proteina do p53 normal quanto a
mutada, nfo havendo meios de distingui-las (NYLANDER et al., 2000). A presenca da
proteina detectavel é geralmente considerada como indicativa de proteina mutante, a
despeito do mecanismo de estabilizacdo envolvido (MURTI et al., 1998).

O tipo de mutag@o mais comum no P53 € a missense, onde a mudanca em uma ou
mais bases de um cddon resultam na transcricio de aminoacidos diferentes, constituindo
79% de todas as mutagdes (GREENBLATT et al., 1994). Diferentes tipos de tumores
apresentam muta¢des nos chamados “hot spots”, ou pontos quentes, onde a maioria das
mutacdes acontecem (NYLANDER et al., 2000).

Diferentes mutagdes alteram diferentes propriedades do P53, podendo alterar a
estrutura da proteina. Nem todas as mutag¢des causam perda da fungfio normal, e para o P53
ainda ¢é incerta a func¢fio de genes mutantes na biologia tumoral (PRIVES & HALL, 1999).
Mais de 50% dos tumores humanos apresentam mutagbes nesse gene. A perda
homozigdtica do gene P53 € encontrada em préticamente qualquer tipo de tumor maligno,
como carcinomas de pulmfo, coOlon, mama e sarcomas (LEVINE, 1992;
PORTER et al., 1992).

Varios estudos evidenciaram a importdncia do gene P53 na patogénese de
osteossarcomas, € a freqiiéncia de alteracSes desse gene nesse tipo de tumor varia de 20% a
60% (MILLER et al., 1990; TOGUCHIDA et al., 1992; UEDA et al,, 1993; WADAYAMA
et al., 1993; MOUSSES et al., 1996). Entretanto, esses estudos ainda nio conseguiram

estabelecer uma relagio entre as alteracdes do P53 ¢ o prognéstico da doenca.
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Em estudo com osteossarcomas de ossos longos, LEONARDO et al. (1997)
mostraram que 26,5% (22 de 83 dos casos) apresentaram positividade para pS53, ntimero
este similar a outros estudos (WADAYAMA et al., 1993; MOUSSES et al., 1996). Neste
mesmo trabalho, os casos positivos para p53 foram encontrados principalmente em
pacientes mais velhos (média de 40 anos} que os casos negativos (média de 28 anos).
Notou-se também que ndo houve diferencas significativas entre a positividade para p53 e o
subtipo histolégico ou se o tumor era primario ou se era uma metastase.

Estudando osteossarcomas de cabeca e pescogo, LOPES et al. (2001) encontraram
positividade imunohistoquimica para p53 em 88,8% dos casos, ¢ OLIVEIRA et al. (1997)
em 47,5%.

Além dos osteossarcomas, mutagdes no gene P53 tém sido identificadas em outras
neoplasias mesenquimais, incluindo 30% a 60% dos fibrohistiocitomas malignos,
lipossarcomas ¢ rabdomiossarcomas (WADAYAMA, et al., 1993; KAWAI et al., 1994).
Esses estudos mostraram também que a expressdo imunohistoquimica da p53 estava
associada com tumores de alto grau de malignidade e de comportamento agressivo.
BOSARI et al. (1995) também associaram a superexpressdo da p53 com tumores
histologicamente indiferenciados e de prognostico desfavoravel.

Osteossarcoma pode ocorrer em pacientes com a sindrome de Li-Fraumeni, que esta
associada com a presenga de um alelo P53 mutante (MALKIN et al., 1990). Estudos com
camundongos transgénicos deficientes em P53 (DONEHOWER et al, 1992) ou que
expressavam alelos P53 mutados (LAVIGUEUR et al., 1989) mostraram um aumento na

incidéncia de osteossarcomas.
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2.10.2. MDM2

O gene MDM?2 localizado no brago longo do cromossomo 12 apareceu como um
novo tipo de proto-oncogene devido a sua habilidade de neutralizar a atividade de genes
supressores de tumor (JONES et al., 1996). O principal alvo do MDM2 € o p53, que €
encontrado mutado em mais de 50% de todos os tumores humanos (HOLLSTEIN et al.,
1991). O gene MDM?2 codifica uma proteina que tem a capacidade de se ligar tanto a
proteina do p53 quanto & proteina de outro gene supressor de tumor, o retinoblastoma (Rb)
(MOMAND et al., 1992; XIAO et al., 1995). O MDM?2 ¢ ativado exatamente pelo p33, e a
sua proteina tem a capacidade de se ligar a ele bloqueando a sua atividade de transcrigio. A
ligacdo entre as proteinas MDM2 e p53 € responsavel também pela saida do p53 do micleo
para o citoplasma, onde ela ¢ degradada (NYLANDER et al., 2000).

O gene MDM2 tem sido encontrado amplificado em sarcomas, incluindo o
osteossarcoma (OLINER et al., 1992; LANDANYTI et al., 1993; NAKAYAMA et al.,
1996). Outros tumores com freqiiente amplificacdo do gene MDM2 sdo os astrocitomas e
os tumores do es6fago (MOMAND & ZAMBETTI, 1997). Tem sido sugerido que a
amplificacdo e superexpressio do MDM2 podem ter efeitos similares as mutagbes no p53
(LEONARDO et al., 1997).

Na maioria dos casos, a amplificacio do gene MDM2 € acompanhada pela
superexpressio de sua proteina (LEACH et al., 1993; MARCHETTI et al., 1995). Mas em
alguns casos pode ser observada superexpresséo sem amplificagiio (McCANN et al., 1995).
LEONARDO et al. (1997) observaram amplificaciio do MDM2 em apenas 6,6% em 83
casos de osteossarcomas. J& LOPES et al. (2001), encontraram expressdo da proteina em
55% dos casos de osteossarcomas de cabega e pescogo, através de imunohistoquimica, e

amplificacio em 66% dos casos.
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Interessante que alteragdes no MDM?2 e p53 normalmente ndo coexistem sugerindo
que amplificacdo do MDM2 pode ser uma alternativa para a muta¢do no p33 durante a
génese dos tumores e progressdo dos sarcomas (MOMAND et al.,, 1992; OLINER et al.,
1992; LEACH et al., 1993; MELTZER, 1994)

Apesar de raras, as mutagdes do p53 juntamente com a superexpressio do MDM2
sdo observadas em alguns casos (PIETTE et al., 1997). Em um estudo de 104 carcinomas
humanos, 12 tumores apresentaram mutacfo no p53, 10 apresentaram superexpressdo ou
amplificagdo do MDM2 & apenas 1 caso apresentou tanto mutagcdo no pS53 quanto
superexpressio do MDM2 (FLORENES et al,, 1994). LOPES et al. (2001) também
observaram positividade imunohistoquimica simultdnea para p53 e MDM2 em 55% dos
€asos.

Em um estudo de sarcomas de tecidos moles, os casos onde a mutacfio no p53
ocorreu concomitante com a superexpressdo do MDM2, apresentaram um progndstico pior
(CORDON-CARDO et al., 1994).

A amplificagfio do gene MDM?2 tem sido associada com recorréncia ou metistase de
osteossarcomas em alguns estudos (LANDANYI et al., 1993). Além da alteracdo em
osteossarcomas metastaticos, o MDM2 tém sido encontrado amplificado em

osteossarcomas do tipo parosteal.
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2.10.3. CDK4

A regulagfio do ciclo celular em todos os eucariontes ¢ feita através das ciclinas e
suas subunidades, as CDKs (cyclin dependent kinase) (PAGANO et al., 1992), formando
um complexo que consiste em trés diferentes proteinas, a ciclina D e duas quinases
dependente de ciclina: a CDK4 e a CDK6. Ha também os inibidores dessas CDKs, as CKlIs
(cyclin dependent kinase inhibitors), dentre elas a pl6, que se liga ao CDK4 e ao CDKS,
inibindo a sua associagfio com a ciclina D (NYLANDER et al., 2000).

A CDK4 ¢ considerada uma das moléculas mais importantes no ciclo celular, A sua
fungfio € a fosforilacdo e inativagdo da proteina do retinoblastoma (Rb) em associagfio com
a ciclina D (MATSUSHIME et al., 1994). A proteina Rb ativa regula a saida da célula da
fase G1. Desta forma, a funcio do CDK4 deve ser considerada como a de ativar o ciclo
celular através da inativacio da proteina Rb (EWEN et al., 1993; KATO et al., 1993;
MATSUSHIME et al., 1994; KANOE et al., 1998).

Sendo o CDK4 o responsavel pela fosforilagio e inativagio da proteina do gene
supressor de tumor do retinoblastoma (pRb), que lidera a célula na progressio do ciclo
celular, alteracdes no CDK4 podem resultar na perda de controle dos sinais regulatdrios do
ciclo celular normal, resultando numa proliferagéo celular desordenada (KANOE et al.,
1998).

A amplificacio e superexpressio do CDK4 tém sido relacionados com
anormalidades no controle celular de gliomas e alguns sarcomas (LANDANYT et al., 1995;
MAELANDSMO et al., 1995). Em tumores malignos de células da glia, a maioria dos
tumores com amplificacfio do gene CDK4 foram encontrados expressando a proteina Rb,
indicando que a amplificagio do CDK4 ¢ uma alternativa para a mutagfio do gene Rb (HE

et al.,, 1993).
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LOPES et al. (2001), estudando osteossarcomas de cabeca e pescogo, encontraram
expressdo da proteina CDK4 em 88,8% dos casos, através de imunohistoquimica, e
amplificacfio em 66,6% dos casos. GAMBERI et al. (2000) encontraram a proteina CDK4
expressa em 92% dos casos, estudando osteossarcomas do tipo parosteal. Por outro lado,
KANOE et al. (1998), relataram que apenas 10,7% dos osteossarcomas apresentaram

amplificagdo do CDK4.

2.10.4. PCNA

O antigeno nuclear de prolifera¢iio celular (PCNA) é uma proteina nuclear 4cida
ndo-histdnica de 36 kDa, que foi inicialmente isolada a partir do soro de pacientes com
lupus eritematoso sistémico (MIYACHI et al., 1978). O PCNA ¢ essencial na sintese de
DNA, atuando como auxiliar da DNA polimerase delta, estando presente principalmente no
final de G1 e na fase S do ciclo celular (HUANG et al., 1994).

Além de estar relacionado & proliferagio, ¢ PCNA pode estar envolvido em
processos de reparo do DNA ou representar inducgdo por fatores de crescimento
{McCORMICK & HALL, 1992). Muitas evidéncias mostram a importancia do PCNA no
processo de reparo do DNA. Tém sido relatado que se nas células irradiadas com raios UV,
as reagOes de reparo do DNA ocorrem no niicleo com um aciimulo de PCNA, mesmo se as
células ndo se apresentarem na fase S do ciclo celular (TOSCHI & BRAVO, 1988).

O PCNA ¢ expresso em quantidades diferentes durante o ciclo celular e apresenta
sua taxa de sintese diretamente relacionada com o indice de células em proliferacdo. O
aumento da atividade proliferativa ¢ um importante indicador da agressividade de lesbes
malignas (GOMES et al., 2000). PARK & PARK (1993) encontraram alta positividade

imunohistoquimica para PCNA em 35,3% de 34 casos de osteossarcomas, sendo mais
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freqliente no subtipo fibroblastico. CHANO et al. (1996), observaram uma maior
positividade para PCNA em  areas osteoblasticas em comparacdo com as areas

condroblasticas dos osteossarcomas.

2.10.5. Ki-67

O Ki-67 ¢ um antigeno presente somente em células em proliferacfo, e ausente em
células quiecentes (GERDES et al., 1984). Uma analise detalhada do ciclo celular revelou
que células, em todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), foram positivas para
Ki-67, enquanto que células em GO nio expressaram este antigeno (GERDES et al., 1984).

Com ajuda de anticorpos monoclonais contra o antigeno Ki-67, pdde-se determinar
a fracdo de crescimento de uma populagdo de células através de métodos
imunohistoquimicos (BROWN & GATTER, 1990). Uma correlagéo significativamente alta
entre o Ki-67 e caracteristicas histopatologicas de malignidade tém sido relatados (ZHU et
al., 1999). PARK & PARK {1995) observaram apenas positividade fraca (menos de 10%
das c€lulas tumorais marcadas) para o Ki-67 através de imunohistoquimica, em 64,7% dos

casos de osteossarcomas.
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3. Proposicio

O objetivo desse trabalho foi avaliar as caracteristicas clinicas, histopatologicas e a
expressdo imunchistoquimica das proteinas p53, MDM2, CDK4, PCNA e Ki67, em

osteossarcomas de cabeca e pescoco, verificando possiveis fatores associados ao

prognostico.
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4. Material e Meétodos

No periodo de 1954 a 2000 foram admitidos para tratamento no Departamento de
Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otomminolaringologia do Hospital do Céancer — A.C.
Camargo, S&o Paulo, aproximadamente 50.000 pacientes. Levantamentes preliminares
mostraram que cerca de 35 pacientes apresentaram osteossarcomas. Apds revisfo das
laminas dos casos, 10 casos foram excluidos ou por néo conterem material suficiente para a
realizacdo das reagbes de imunchistoquimica ou por nio poderem ser classificados como
osteossarcomas.

As informagGes referentes a idade, género, tempo de queixa, tratamentos prévios,
tamanho clinico do tumor, localizago, tipo de tratamento realizado, recorréncia, metastase
e situacdo clinica na Ultima avaliagfo foram sumarizados das fichas clinicas através de um
questionario padromzado (Anexo 1).

A andlise histopatolégica e imunohistoquimica foram realizadas em pegas
cirlirgicas. Quando o paciente nfo havia sido tratado por cirurgia, essas analises foram

realizadas em material obtido na bidpsia.

4.1. Andlise Histopatologica

Foram realizados cortes de 5 um de espessura dos tecidos emblocados em parafina
para a confecgdo de laminas, as quais foram coradas com H&E (hematoxilina e eosina).
Essas l&minas foram, entdo, revisadas para a confimnacio do diagnéstico e classificacfo
quanto ao tipo histoldgico: osteoblastico, condroblastico e fibroblastico, € quanto ao grau

de malignidade: alto, intermediério e baixo.
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Essa classificagéio foi realizada por 3 pessoas separadamente € os casos em que néo
houve concordancia, foram reanalisados pelas mesmas 3 pessoas até chegar em um

CONSEnso.

4.2. Imunohistoquimica

Para a realizacfio da reagfo de imunohistoquimica, foram realizados cortes de 3um
de espessura dos tecidos incluidos em parafina e montados em laminas de vidro. Os cortes
foram desparafinados em duas trocas de xilol: 30 minutos em estufa a 56°C e 20 minutos
em temperatura ambiente. A seguir os cortes foram hidratados em solugdes decrescentes de
alcool (100%, 90%, 70% e 50%) por 1 minuto em cada solugio e posteriormente lavados
em agua corrente por 30 segundos.

A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com peroxido de hidrogénio a
3% (10 volumes) em 5 trocas de 5 minutos cada. Os cortes foram, entfo, lavados em agua
corrente por 30 segundos.

O procedimento de recuperacfio antigénica foi realizado colocando os cortes em um
recipiente com sclugdo de acido citrico (pH 5,0) que foram levados ao forno de microondas
(Panasonic — modelo NN7809BH) em poténcia alta (consumo de energia — 1380 W) por
dois ciclos de 12 minutos cada. Apods 2 horas em temperatura ambiente, tempo necessario
para que ocorresse o resfriamento do liquido, os cortes foram lavados com solucdo
fosfatada tamponada (PBS: phosphate-buffered saline) e incubados por 12 horas com os
seguintes anticorpos primarios monoclonais:

o MDM2 (Santa Cruz Biotechnology SMP14, sc-965) 1:400

e (CDK4 (Santa Cruz Biotechnology C-22 sc-260-G) 1:400
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o P53 (Dako, DO-7) 1:200.

» PCNA (Dako, PC-10) 1:16000

s Ki-67 (Dako, MIB-1) 1:200.

Apds as 12 horas os cortes foram lavados em PBS e incubados com o anticorpo
secundario (StreptABComplex/HRP - Dako, 1/500) por 30 minutos a 37°C. Posteriormente
os cortes foram 1incubados com o complexo Streptoavidina — Biotina
(StreptABComplex/HRP - Dako, 1/500) por mais 30 minutos. A reacdo foi evidenciada
com diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos e 0s cortes contra-corados com hematoxilina
de Carazzi também por 5 minutos.

A positividade da reagdo foi classificada segundo a porcentagem de niicleos de
células tumorais marcadas, ndo levando em consideracfio a intensidade. Desta forma

consideramos:

e - (negativo: positividade entre 0 e 5% das células tumorais)

e -+ (positivo fraco: entre 5% e 25% das células tumorais)

e ++ (positivo moderado: entre 25% e 50% das células tumorais)

¢ +++ (positivo forte: mais que 50% das células tumorais)
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4.3. Anilise Estatistica
4.3.1 - Correlaciio de Freqiiéncia

A analise de correlagBes entre as diversas varidveis estudadas foi realizada
empregando-se o teste do qui-quadrado em tabelas de contingéncia de dupla entrada.
Analises realizadas em tabelas 2 X 2 (cotejamento de pares de varidveis dicotomicas) foram
sempre elaboradas sem correlag@io de continuidade para o valor de qui-quadrado obtido.
Quando necessério, devido freqiiéncias esperadas menores do que cinco ou ao pequeno
namero da amostra realizada, o teste do qui-quadrado foi substituido pelo teste exato de

Fisher com o intuito de evitarem-se distor¢Ges da significincia estatistica.

4.3.2 - Sobrevida Global

A sobrevida global, a qual corresponde ao tempo decorrido entre a data do inicio do
tratamento e o 6bito do paciente ou o tempo entre o inicio do tratamento e a dltima
informacdo objetiva, foi realizada através do método de Kaplan-Meier. A comparacio
entre as curvas de sobrevida global de acordo com as variaveis estudadas (informacdes

clinicas, histopatoldgicas e imunohistoquimicas) foi realizada através do teste estatistico

log-rank.
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5. Resultados

Foram selecionados 25 casos de osteossarcomas da regifio de cabeca e pescogo
atendidos no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otorrinolaringologia do
Hospital do Céancer A.C. Camargo — S8o Paulo. Dos 25 casos analisados, 24 eram tumores
primarios e 1 caso se tratava de uma recorréncia local de um tumor na mesma regifio que

havia sido tratado com a associacio de cirurgia com quimioterapia.

5.1. Caracteristicas Clinicas e Epidemiolégicas

Dentre os 25 pacientes analisados, 12 (48%) eram do género masculino e 13 (52%)
do género feminino (Tabela 1 e Grafico 1). A idade dos pacientes no momento do
diagndstico variou de 9 a 66 anos, com uma média de 29 anos. A maioria dos pacientes
estava entre 21 € 30 anos (9 casos —~ 36%) ¢ 28% entre 11 e 20 anos (Tabela 2 e Grafico 2).
Apenas 1 paciente tinha menos de 10 anos e 5 (20%) mais de 40 anos.

O periodo médio entre o aparecimento dos primeiros sinais e sintomas causado pelo
tumor ¢ a consulta inicial foi de 10,24 meses, variando de 1 a 72 meses. O local mais
acometido foi a mandibula com 15 casos (60%), seguido pela maxila com 9 casos (36%).
Em apenas 1 caso (4%) o tumor nfo estava localizado na mandibula ou maxila, e
encontrava-se na coluna cervical entre as vértebras C Il ¢ C IV (Tabela 3 e Grafico 3). O
tamanho do tumor primario variou de 3 até 15 cm, com uma média de 6,81 cm. No entanto,
a matoria dos tumores (44%) se encontravam entre 6 a 10 cm no momento do diagnostico.
Qito casos {32%) eram menores que 5 cm e 6 (24%) maiores que 10 cm (Tabela 4 ¢

Gréfico 4).
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Dentre os 25 pacientes analisados, 3 apresentaram historia prévia de radioterapia
anterior para o tratamento de outras doengas. O primeiro paciente recebeu dose total de
4.600 cGy para o tratamento de um rabdomiossarcoma na.regifo de nasofaringe, cerca de 7
anos antes do aparecimento do osteossarcoma em maxila. O segundo paciente recebeu dose
total de 3.000 cGy para o tratamento de um mieloma multiplo, cerca de 10 anos antes do
desenvolvimento do osteossarcoma na regifo de mandibula. O terceiro paciente foi tratado
com 5.000 ¢Gy por apresentar um linfangioma localizado na face em 1976 e em 2001, 25
anos apos o tratamento radioterdpico, desenvolveu um osteossarcoma na mandibula. O
periodo médio entre a realizagio da radioterapia e o desenvolvimento do osteossarcoma

nesses 3 pacientes foi de 14 anos.
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Tabela 1. Freqii€ncia dos osteossarcomas de cabega e pescogo de acordo com o género.

Masculino 12 48

Feminino 13 32

- TOTAL | 23 100
‘B masculino
Ofeminino

B 48%

52%

Grifico 1. Freqii®ncia dos osteossarcomas de cabega e pesco¢o de acordo com o género.
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Tabela 2. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabega e pescoco de acordo com a faixa etaria

- TOTAL" 23 EEER T
Numero de
pacientes

10 20 30 40 50 60 70 Idade

Grafico 2. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabega e pescoco de acordo com a faixa
etéria.



Tabela 3. Fregiiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescogo de acordo com a
localizacdo.

Mandibula 15 | 60
Maxila 9 36
Quiros 1 4

\Omandibula |
M maxila
W outros

60%

36%,

Grafico 3. Frequéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescogo de acordo com a
localizacio.
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Tabela 4. Fregliéncia dos osteossarcomas de acordo com o tamanho clinico do tumor {(cm).

TOTAL . . 25 . 100

Nuamero de

pacientes
12

10

s 2 10 * 15 Tamanho (cm)

Grifico 4. Freqgiiéncia dos osteossarcomas de acordo com ¢ tamanho clinico do tumor
{cm).
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5.2. Caracteristicas Histopatologicas

Microscopicamente pudemos observar em todos os tumores a presenga de um
estroma maligno com a formacfio de ostedide. Alguns tecidos sofreram descalcificagfo, ndo
comprometendo, no entanto, a analise histopatoldgica.

Dezoito casos (72%) foram classificados como condroblastico e 7 (28%) como
osteoblastico (Tabela 5 e Grifico 5). Os casos classificados como condroblastico
apresentaram microscopicamente a formagio de lobulos de cartilagem maligna com a
periferia apresentando major celularidade e formagio de material ostedide (Figuras 1 e 2).
Em alguns casos o tecido cartilaginoso estava permeando o tecido Osseo, ndc havendo
limites distintos entre as duas estruturas. Os tumores do tipo osteoblastico eram compostos
por areas de osso imaturo e ostedide separados por um estroma fibroso celularizado
(Figuras 3 e 4).

De acordo com o grau de malignidade, 13 casos (52%), foram classificados como de
grau intermediario. Onze casos foram classificados como de alto grau, representando 44%
do total e apenas 1 caso foi classificado como de baixo grau (Tabela 5 e Grafico 6). O
tumor de baixo gran apresentava células com pouca atipia e raras figuras de mitose (Figura
5). Os de grau intermediério j& se apresentavam mais celularizados e com figuras de mitose
mais freqiientes (Figura 6). Os tumores de alto grau apresentavam alta celularidade, mitoses
atipicas e células com pleomorfismo acentuado (Figuras 7 e 8).

Os casos em que 0s pacientes tinham histéria de radioterapia prévia apresentaram
caracteristicas histopatolégicas semelhantes aos demais, sendo que dois casos eram do tipo
osteoblastico e um do tipo condroblastico. Além disso, dois eram de grau de malignidade

intermediario ¢ um de alto grau.
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Tabela 3. Freqiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescogo de acordo com o tipo
histolégico e grau de malignidade.

‘Osteobléstico " 7 28
Condroblastico i8 72

Fibroblastico 0 0

Ba1xo LR B 1 .
Intermediario 13 52

Alto 11 44

TOTAL
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0%
28% [Jcondroblastico
SRR S }Eosteobiéstico
‘Mfibroblastico

72%

Grafico 5. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescogo de acordo com o tipo
histoldgico.

4%

H

i;E]intermediério }
‘HMbaixo |

52%

Grafico 6. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescoco de acordo com o grau de
malignidade.
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Figura 3. Osteossarcoma do tipo osteoblastico onde observamos a formagdo de material

ostedide irregular. (H&E - 50X)

Figura 4. Osteossarcoma osteobldstico mostrando em maior detalhe uma trabécula 6ssea

irregular permeada por cé&lulas malignas. (H&E - 200X)
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Figura 5. Osteossarcoma de baixo grau com formagdo de ostebide em estroma

fibrovascular celularizado. (H&E — 100X)

= e

Figura 6. Osteossarcoma de grau intermedidrio onde observamos um estroma mais

celularizado, pleomorfismo celular mais evidente ¢ formacgéo de ostedide. (H&E ~ 100X)
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Figura 7. Osteossarcoma de alto grau mostrando acentuado pleomorfismo celular. (H&E —

200X)

Figura 8. Detalhes de atipias celulares em osteossarcoma de alto grau. (H&E — 400X)
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5.3. Caracteristicas Imunohistoquimicas

5.3.1. p33
A maioria dos casos (52%), foram classificados como positivos, sendo que 3 casos
apresentaram positividade fraca, 2 moderada e 8 forte (Figuras @ e 10). Doze casos (48%)

foram negativos para expressio de p33 (Tabela 6 e Gréfico 7).

5.3.2. MDM2

A grande maioria (19 casos — 76%) nfo apresentou marcagio imunohistoquimica
para MDM2, sendo classificados como negativos. Apenas 6 casos apresentaram
positividade, sendo 4 classificados como fraco e 2 como moderado (Figura 11). Nenhum

caso foi classificado como de positividade forte (Tabela 7 e Grafico 8).

5.3.3. CDK4
Vinte e um casos (84%) foram considerados positivos para CDK4, sendo 10
classificados como marcacio forte (Figura 12), 9 como moderado e 2 como fraca. Apenas 4

casos foram classificados como negativos (Tabela 8 e Grafico 9).

5.3.4.PCNA
Vinte e trés casos (92%) foram positivos para PCNA, sendo que 16 foram
considerados forte (Figura 13), 4 moderado e 3 fraco. Apenas 2 casos foram considerados

negativos (Tabela 9 e Grafico 10).
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5.3.5. Ki-67
A grande maioria dos casos, 22 (88%) foram considerados positivos para o antigeno
de proliferacio nuclear Ki-67. Sendo que 12 foram considerados positivos forte

(Figura 14), 6 moderado e 4 fraco. Apenas 3 casos foram classificados como negativos

(Tabela 10 e Gréafico 11).
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Tabela 6. Freqiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunohistoquimica para p53.

A Vit i A

Negativo 12 48
Fracamente positivo 3 12
Moderadamente positivo 2 8
Fortemente positivo 8 32

32% O negativo

48%

M moderado
M forte

8%

12%

Grafico 7. Freqiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunohistoquimica para

pS3.
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Tabela 7. Freqiiéncia dos casos de acorde com a positividade imunohistoquimica para
MDM2.

Negativo 19 76
Fracamente positivo 4 16
Moderadamente positivo 2 8
Fortemente positivo 0 0
CTOTAL: - ot 25 100
8%
16%

[l negativo

I
|

\
W moderado é

H fraco

76%

Grifico 8. Freqiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunohistoquimica para
MDM?2.
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Tabela 8. Fregiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunohistoquimica para

CDK4.

Negativo 4 16
Fracamente positivo 2 8
Moderadamente positivo 9 36
Fortemente positivo 10 40
CTOTAL - e 25 - 100
16%

O negativo

B moderado
W forte

36%
Grifico 9. Freqiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunohistoquimica para

CDK4.
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Tabela 9. Freqiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunchistoquimica para

PCNA.

lﬁﬁggaﬁv.(‘)' . | 2
Fracamente positivo 3 12
Moderadamente positivo 4 16
Fortemente positivo 16 64
8% ;
'Onegativo
‘HBfraco
‘W moderado
M forte

16%

Grifico 10. Freqiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunohistoquimica para

PCNA.
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Tabela 10. Freqiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunohistoquimica para
Ki-67.

Negati 3 12

Fracamente positivo 4 16

Moderadamente positivo 6 24

Fortemente positivo 12 48
12%

16% negativo
fraco

M moderado
W forte

48%

24%

Grafico 11. Fregiiéncia dos casos de acordo com a positividade imunohistoquimica para
Ki-67.
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Figura 13. Marca¢io imunohistoquimica forte para PCNA. (Imunohistoquimica — 200X)

Figura 14. Positividade 1xmunchistoquimica forte para Ki67. (Imunohistoquimica — 200X)
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5.4. Tratamento

Vinte e um pacientes, ou seja 84% do total, foram tratados com cirurgia, sendo que
8 deles apenas com cirurgia, em 9 casos associados a quimioterapia, um caso associado a
radioterapia e em 3 casos associados tanto & radioterapia quanto a4 quimioterapia
(Tabela 11 e Grafico 12).

Um paciente foi tratado apenas com radioterapia, outro apenas com quimioterapia e
outro caso com a associa¢fo da radioterapia com a quimioterapia. No total, a quimioterapia
foi utilizada em 14 casos, isolada ou associada com a cirurgia e radioterapia. As drogas
utilizadas foram Cisplatina, Doxorrubicina, e Ifosfamida, sendo que a associacdo mais
fregiiente foi a de Doxorrubicina com Cisplatina, utilizada em 6 casos. Trés pacientes
receberam quimioterapia pré-operatdria, | trans-operatdria e os demais pos-operatoria.

A radioterapia foi utilizada em 6 casos, com a dose variando de 3000 a 7000 cGy

(dose média de 3342,5 ¢Gy).

5.5. Recorréncia Local e Metastase

A maioria dos casos (19 — 76%) nfio apresentou recorréncia local do tumor. Cinco
casos (20%) apresentaram recorréncia local, cerca de 8 meses apos o tratamento, sendo que
um deles apresentou 2 episédios de recorréncia local. Trés casos apresentaram tanto a
recorréncia local quanto metastase apos o tratamento (Tabela 12 e Grafico 13).

Sessenta porcento dos tumores dos pacientes que apresentaram recorréncia local
estavam localizados na maxila e os outros 40% na mandibula. Sendo que dois desses
pacientes haviam sido tratados apenas por cirurgia, outros dois com a associagdo da cirurgia
com a quimioterapia e outro com a associagio da cirurgia com a quimioterapia ¢ a

radioterapia.



Informag¢Ges sobre o tratamento realizado na recorréncia local foram obtidas em 4
dos 5 pacientes. O primeiro foi tratado apenas com cirurgia, o segundo com radioterapia, o
terceiro com a associa¢fio de cirurgia com radioterapia e o quarto com a associagio de
radioterapia com quimioterapia.

A maioria dos pacientes (20 — 80%) ndo desenvolveu metastase a distincia. No
momento do diagnodstico, apenas um paciente apresentava metastase, para os linfonodos
regionais. Em 4 casos (16%) foi observada metéastase apds o tratamento, e em todos os
pacientes para os pulmdes. Em um caso, além do pulméo, outros locais como a tibia, a

rinofaringe e a pele também estavam comprometidos (Tabela 12 e Grafico 14).
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5.6. Situacao Clinica

O tempo de seguimento desses pacientes variou de 1 més até 40 anos, com uma
média de 6 anos. De acordo com a ultima informacfo obtida, 13 pacientes evoluiram para
6bito, 9 estavam vivos e 3 foram perdidos de vista. Dentre os 13 pacientes que evoluiram
para 6bito, 11 casos foram devido ao osteossarcoma (recorréncia local, metastase ou tumor
residual) e dois por outros motivos (1 por cirrose hepatica e o outro devido a pneumopatia).
Dentre os 9 pacientes que estavam vivos segundo a ultima informacdo, 8 estavam sem a
doenca e 1 com doenga em atividade, sendo que este havia desenvolvido recorréncia local e
metastase para os pulmdes, osso rinofaringe e pele. Trés pacientes foram perdidos de vista,

ou seja, apos o tratamento néo se conseguiu nenhuma informacéo (Tabela 13 e Grafico 15).



Tabela 11. Freqgiiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescoco de acordo com o tipo de
tratamento

Cirurgia + Quimioterapia 9 36
Cirurgia + Radioterapia 1 4
Cirurgia + Quimioterapia + Radioterapia 3 12
Quimioterapia 1 4
Radioterapia 1 4
Quimioterapia + Radioterapia 1 4
S/ informagio 1 4
= TtotaL > 0
Bicirurgia

4%, Bcirurgia + guimioterapia

W cirurgia + radioterapia

12%

Ecirurgia + quimioterapia + radicterapia

5 - B quimicterapia
B radicterapia

4%
Dquimioterapia + radictarapia

36% s/ informacao

Grifico 12. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabega e pescoco de acordo com o tipo de
tratamento
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Tabela 12. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescogo de acordo com a

recorréncia local e metastase a distincia.

Néo 19 76

s/ informacéo 1 4

S;m T A 6

Nio 20 80

s/ informag&o 1 4
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4% 20%

Elsim
Onao

M s/ informagéo

B,

Grafico 13. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabega e pescoco de acordo com a

recorréncia local.

4% 16%

‘Bsim
Onao
Ms/informagéao |

80%

Grifico 14, Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescogo de acordo com a

metastase a distancia.
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Tabela 13. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescogo de acordo com a situacio

na ultima avaliacdo.

Vivo sem doenga 8 32
Vivo com doenca 1 4
Morto pela doenga 11 44
Morto por outras causas 2 8
Perdido de vista 3 12
12%
8% ' o 300, M vivo sem doenga

M vivo com doencga
Emorto pela doenca

B morto por outras causas

4% Operdido de vista

44%

Grifico 15. Freqiiéncia dos osteossarcomas de cabeca e pescogo de acordo com a situagio

na ultima avaliac&o.
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5.7. Correlacio de Freqiiéncia

A analise de correlacdo de freqgiiéncia mostrou relagdo estatisticamente significante
entre a idade dos pacientes e positividade imunohistoquimica para p53. Todos os 5
pacientes com idade superior a 34 anos foram positivos e 12 dos 20 pacientes (60%) com
idade inferior a 20 anos foram negativos (p=0,05). A idade também correlacionou com
MDM2, sendo que 3 dos 5 pacientes com mais de 34 anos (60%) foram positivos e todos os
9 pacientes com idade inferior a 20 anos foram negativos (p=0,04).

Com relagdo ao género, foi observada maior positividade para p33 em mulheres.
Nove das 13 pacientes femininas (69%) foram positivos e 8 dos 12 pacientes masculinos
(67%) foram negativos (p=0,07).

Houve também correlagdo do local do tumor com a imunopositividade para MDM2.
Os tumores em maxila apresentaram maior positividade (4 casos do total de 9, 44%) em
relacdo aos tumores localizados em mandibula (1 caso do total de 15, 7%) (p=0,02).

O tempo de queixa correlacionou com marcacio imunohistoquimica para Ki67. Dos
14 pacientes com tempo de queixa menor que 5 meses, 13 (93%) foram positivos, sendo
destes 13, 10 com positividade forte (p=0,03). Apesar de 78,5% e 70% dos casos terem sido
classificados como positivo forte para PCNA e CDK4, respectivamente, em pacientes que
tiveram tempo de queixa menor, a correlacdo néo foi estatisticamente significante.

Os tumores do tipo osteoblastico apresentaram maior imunopositividade para
CDK4, PCNA e Ki67 em relagdo aos tumores classificados como condroblastico. Além
disso, todos os casos classificados como de alto grau foram positivos para PCNA, e 91%
deles positivos para Ki67. No entanto, essas correlagbes ndo foram estatisticamente

significantes. O grau de malignidade mostrou cormrelagfio estatisticamente significante
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somente com a expressio para p53, onde dos 11 tumores classificados como de alto grau, 8
foram positivos (73%) e dos 14 de baixo grau ou grau intermediario, 9 foram negativos
(64%) (p=0,06).

Vérias correlactes foram observadas entre os marcadores imunohistoquimicos. Os
tumores positivos para Ki67 geralmente foram também positivos para CDK4 (p=0,0005),
assim como entre os tumores positivos para Ki67 e PCNA (p=0,0002) e entre PCNA e
CDK4 (p=0,004).

Apesar da correlagdo entre modalidade de tratamento e local do tumor nfo ter sido
estatisticamente significante, dentre os 7 pacientes tratados somente com cirurgia, 6 (86%)
tinham tumores localizados na mandibula.

Recorréncia local fol maior em pacientes do género masculine (4 de 5 casos), com
tempo de queixa menor (4 de 5 casos), com tumores do tipo condroblastico (4 de 5 casos) e
positivos para CDK4 (4 de 5 casos). No entanto, recorréncia estava correlacionada
estatisticamente significante somente com metdstase 4 distdncia. Dos 4 pacientes que
desenvolveram metastase a disténcia, 3 tiveram recorréncia local (p=0,008)

Com relacdo a situacdo clinica do paciente, fol observado que recorréncia local e
desenvolvimento de metastase & distancia foram as varidveis mais importantes. Todos os 5
pacientes que apresentaram recorréncia local morreram da doenga (p=0,04), assim como
75% dos pacientes que desenvolveram metastase também evoluiram para ébito (p=0,41)

(Tabelas 14 , 15 ¢ 16).

72



Tabela 14. Correlagio de freqgiiéncia entre o tipo histolégico ¢ as demais variaveis.

Osteoblastico Condroblastico

Idade  09-20 (29%) 21-34 (42%) >34 (29%) 09-20 (39%) 21-34 (45%) >34 (13%) p=0,77

Género M (57%) F (43%) M {43%) F (55%) p=0,56
Localizagio Mandibula (50%) Maxila (50%) Mandibula (67%) Maxila (33%) p=0,46
TFempo de 1 a5 meses (57%) >5meses (43%) 1 2 5 meses (55%) >3 meses (45%) p=0.94
queixa
Tamanho laSem(57%) >3 cm(43%) 1a3scm(45%) =5 cm (55%) p=0,56
Grau de GI1+G2 (71%) G3 (29%) G1+G2 (50%) G3 (50%) p=0,33
malignidade
Ps3 Negativo (43%) Positivo (57%) Negativo (50%) Positivo {(50%) p=0,74
MDM2 Negativo (71%) Positivo (29%) Negativo (78%) Positivo (22%) p=0,73
CDK4 Negativo (14%) Positivo (86%) Negativo (18%) Positivo (82%) p=10,69
PCNA Negativo (0%) Positivo (100%) Negativo (11%) Positivo (89%) p=044
Ki67 Negativo (0%) Positive (100%) Negativo (17%) Positive (83%) p=10,50
Cir (28%) Cir (33%)
- o .
Tratamento Cir + Qt (37%) Cir + QU 27%) p=0,42
Cir + Qt + Rxt ou Cir + Rxt (0%) Cir + Qt + Rxt ou Cir + Rxt (22%)
Outros (15%) Qutros (18%)
Recorréncia Nao (85%) Sim (15%) Néo (77%) Sim (23%) - p=10,65
Metdstase Nio (85%) Sim (15%) Nio (83%) Sim (17%) p=0,80
Vivo sem doenca (14%) Vivo sem doenga (44%)
Situacdo  Morto peladoenga (71%) Morto pela doenca (33%) p=028
clinica Morto por ouiras causas (0%) Morto por outras causas (11%)
Perdido de vista (15%) Perdido de vista (11%)

Gl=baixo grau, G2=grau intermediario, G3=alto grau, Cir"'cmsrgm, Qt=quimioterapia,
Rxt=radioterapia.
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Tabela 15. Correlacio de freqiiéncia entre o grau de malignidade e as demais variaveis.

Idade 09-20 (43%) 21-34 (36%) >34 (21%) 09-20 (27%) 21-34 (54%) >34 (19%) p=0,62

Género M (43%) F (57%) M (54%) F (46%) p=0,56
Localizacdo Mandibula (54%) Maxila (46%) Mandibula (73%) Maxila (27%) p=10,34
Tempo de I a5 meses (43%) >5 meses (57%) 1a5 meses (73%) >5meses (27%) p=013
queixa
Tamanho 1a5cm(36%) >5cm (64%) 1a5em(63%) >5cm (37%) p=0,16
Tipo Condro (64%) Osteo (36%) Condro (81% ) Osteo (19%) p=0,33
histoldgico
P53 Negativo (64%) Positivo (35%) Negativo (27%) Positivo (72%) p=0,06
MDM2 Negativo (71%) Positivo (29%) Negativo (81%) Positivo (19%) p=054
CDK4 Negativo (14%) Positivo (86%) Negativo (18%) Positivo (82%) p=0,93
PCNA Negativo (14%) Positivo (86%) Negativo (0%) Positivo (100%) p=0,40
Ki67 Negativo (14%) Positivo (86%) Negativo (9%) Positivo (91%) p=0,38
Cir (28%) Cir (36%)
. a H [+)
Tratamento Cir + Qt (43%) Cir + QU 27%) p=0,44
Cir + Qt + Rxt ou Cir + Rxt (7%) Cir + Qt + Rxt ou Cir + Rxt (27%)
Outros (22%) Outros {10%)
Recorréncia Nio (85%) Sim (15%) Nio (73%) Sim (27%) p=042
Metastase Nio (85%) Sim (15%) Nio (82%) Sim (18%) p=0.49
Vivo sem doenga (21%) Vivo sem doenga (54%) p=0.28
Situacio Morto pela doenca (50%) Morto pela doenga (36%)
clinica Morto por ouiras causas (14%) Morto por ouiras causas {0%)
Perdido de vista (15%) Perdido de vista (10%)

Gl=baixo grau, G2=grau intermedidrio, G3=alto grau, condro=condroblastico,
osteo=osteoblastico, Cir=cirurgia, Qt=quimioterapia, Rxt=radioterapia.
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Tabela 16. Correlagio de freqiiéncia entre as variaveis

e e

- Correlagio | | Nivel designificAncia
Taade X753 - o
Idade X MDM2 p =0,04
Local do tumor X MDM2 p=0,02
Tempo de queixa X Ki67 p=10,03
CDK4 X PCNA p = 0,004
CDK4 X Ki67 p = 0,0005
PCNA X Ki67 p = 0,0002
Recorréncia local X Metastase p = 0,008
Recorréncia local X Situaciio clinica p = 0,04
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5.8. Sobrevida Global

De acordo com a analise da sobrevida global, observamos que a maijoria dos
pacientes que evoluiram para 6bito morreram em menos de 5 anos apds o inicio do
tratamento. A sobrevida global em 5 e 10 anos foi 59% e 49%, respectivamente. A taxa de
sobrevida volta a cair novamente apenas depois de 35 anos de seguimento, correspondendo
aos pacientes que haviam sido curados do tumor e morreram por outros motivos, um por
pneumopatia € o outro por cirrose hepatica. Desta forma, observamos que de acordo com a
ultima informacéo obtida, 35% dos pacientes se encontravam vivos e 65% mortos (Tabela
17 e Grafico 16).

Comparando as curvas de sobrevida de acordo com os dados clinicos, histoldgicos e
imunohistoquimicos encontramos algumas informagbes importantes. De acordo com a
idade, verificamos que houve um maior indice de sobrevida nos pacientes com mais de 24
anos. Apos 5 anos, 61% deles se encontravam vivos, mesma porcentagem encontrada apos
10 anos. Por outro lado, os pacientes com menos de 24 anos apresentaram taxa de
sobrevida de 42% apds 10 anos (Tabela 18 e Grafico 17).

De acordo com o género, oﬁservamos que as mulheres apresentaram uma maior
sobrevida apds 5 e 10 anos se comparadas aos homens, onde 64% estavam vivas apos 10
anos contra apenas 35% dos homens (Tabela 19 e Grafico 18).

Correlacionando a sobrevida global com o tempo de queixa dos pacientes,
verificamos que apds 5 anos, os pacientes com maior tempo de queixa tinham uma
porcentagem de sobrevida maior, 68%, se comparados aos pacientes com menor tempo de
queixa com uma porcentagem de 51% (Tabela 20 e Grafico 19).

Analisando os paciente que tinham historia de radioterapia prévia para o tratamento

de outro tumor, observamos que a maioria deles evoluiram para obito até 5 anos apods o
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inicio do tratamento, enquanto que a taxa de sobrevida para os demais pacientes foi de 65%
e 53% em 5 e 10 anos, respectivamente. Esta diferenca fol estatisticamente significante
(p = 0,004) (Tabela 21 e Grafico 20).

De acordo com o tamanho clinico do tumor, observamos que apds 5 anos de
seguimento a sobrevida foi melhor para os pacientes com tumores menores que 5 cm
(63%). No entanto, apos 10 anos a taxa de sobrevida foi inferior em pacientes com tumores
menores que 5 cm (43%), comparados aos 58% dos pacientes que apresentavam tumores
maiores que 5 cm (Tabela 22 e Grafico 21).

Analisando a sobrevida de acordo com a localizagdo do tumor, observamos uma
porcentagem maior de pacientes vivos em 5 e 10 anos naqueles que apresentavam o tumor
localizado na mandibula (Tabela 23 e Grafico 22).

Conforme o tipo histologico do tumor, observamos uma maior taxa de sobrevida
entre os pacientes que apresentaram tumor do tipo condroblastico, correspondendo a 68% e
61% em 5 e 10 anos de seguimento, respectivamente. Por outro lado, pacientes com
tumores do tipo osteobléstico apresentaram sobrevida de 35% e 17% nos mesmos periodos.
Esta diferenga foi estatisticamente significante (p = 0,02) (Tabela 24 e Grafico 23). No
entanto, nfo houve correlacfo estatisticamente significante entre a sobrevida giobal e o
grau de malignidade do tumor, onde apds 10 anos, 61% dos pacientes com tumores de alto
grau ¢ 44% dos pacientes com tumores de grau intermedidrio estavam vivos. O Unico
paciente que apresentava um tumor de baixo grau de malignidade morreu ap6s 6 anos de
seguimento. (Tabela 25 e Grafico 24).

De acordo com a marcagdo imunohistoquimica, os casos positivos para p53 tiveram
uma taxa de sobrevida menor apés 5 e 10 anos (52% e 39%, respectivamente), se

comparados aos casos negativos (70% e 60%) (Tabela 26 e Grafico 25). O mesmo pode ser
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observado para a marcacfio de CDK4, PCNA e Ki67, sendo que para esses trés marcadores,
em todos 0s casos negativos, os pacientes estavam vivos apos 10 anos de seguimento. Nos
casos positivos a porcentagem de pacientes vivos apos 10 anos foi de 36% para CDK4,
43% para PCNA e 40% para Ki67 (Tabelas 27, 28 e 29 e Graficos 26, 27 e 28). Por outro
lado, para o marcador MDM?2 ocorreu o inverso, onde apos 10 anos de seguimento, os
casos positivos apresentaram porcentagem de sobrevida de 63%, sendo maior que 0s casos
negativos (45%) (Tabela 30 e Grafico 29). No entanto, apesar das diferencas nas taxas de
sobrevida de acordo com as marca¢des imunohistoquimicas, nfo foram estatisticamente
significantes.

Segundo analise do tipo de tratamento realizado, observamos que apos 5 anos de
seguimento, 86% dos pacientes tratados apenas por cirurgia estavam vivos, sendo que apds
10 anos essa porcentagem caiu para 72%. Por outro lado, apds 5 anos, 38% dos pacientes
tratados pela associagio da cirurgia com a quimioterapia estavam vivos, e apds 10 anos este
namero caiu para 25%. Ja os pacientes tratados pela associacio da cirurgia, quimioterapia e
radioterapia, apresentaram uma taxa de sobrevida de 75% apds 10 anos de segmento. Os
demais pacientes, tratados apenas por quimioterapia e ou raaioterapia morreram antes de 5
anos apds o inicio do tratamento (Tabela 31 e Grafico 30).

Outro dado importante observado foi que todos os pacientes que apresentaram
recorréncia local evoluiram para 6bito. Os pacientes que nio apresentaram recorréncia local
tiveram sobrevida de 71% e 57% em 5 e 10 anos, respectivamente. Esta diferenca foi
estatisticamente significante (p = 0,01) (Tabela 32 e Grifico 31). J4 nos casos que
apresentaram metastase, todos os pacientes fambém se encontravam mortos, no entanto

ap6s 15 anos de seguimento (Tabela 33 e Gréfico 32).
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Tabela 17. Andlise da sobrevida global de acordo com o tempo de seguimento (anos).

Sobrevida Global
Anos Pacientes vivos (%)
0 100
5 59
10 49
15 41
20 41
25 41
30 41
35 41
40 20

Kaplan-Meier survival estimate
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Grafico 16. Andlise da sobrevida global de acordo com o tempo de seguimento (anos).
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Tabela 18. Andlise da sobrevida global de acordo com a idade dos pacientes.

Sobrevida
Idade 5 anos 10 anos
= 24 anos 59% 42%
> 24 anos 61% 61%
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Grifico 17. Anélise da sobrevida global de acordo com a idade dos pacientes.
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Tabela 19. Analise da sobrevida global de acordo com o género.

Sobrevida
Género 5 anos 10 anos
Masculino 46% 35%
Feminino 75% 64%
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Grafico 18. Anadlise da sobrevida global de acordo com o género.

81



Tabela 20. Analise da sobrevida global de acordo com o tempo de queixa.

Sobrevida
Tempo de queixa 5 anos 10 anos
< 5 meses 51% 51%
> 5 meses 68% 45%
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Grifico 19. Andlise da sobrevida global de acordo com o tempo de queixa.
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Tabela 21. Andlise da sobrevida global de acordo com a histéria de radioterapia prévia.

Sobrevida
Radioterapia prévia 5 anos 10 anos
Sim 0% 0%
Nio 65% 53%
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Grifico 20. Analise da sobrevida global em de acordo com a histéria de radioterapia

prévia.
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Tabela 22. Andlise da sobrevida global em 5 ¢ 10 anos de acordo com o tamanho clinico
do tumor.

Sobrevida
Tamanho do tumor 5 anos 10 anos
<Scm 63% 43%
>5cm 58% 58%

Probabilidade de Sobrevida
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Grifico 21. Analise da sobrevida global de acordo com o tamanho clinico do tumor.
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Tabela 23. Analise da sobrevida global de acordo com a localizagdo do tumor.

Sobrevida
Localizacdo 5 anos 10 anos
Mandibula 77% 60%
Maxila 33% 33%
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Grifico 22. Analise da sobrevida global de acordo com a localizacéio do tumor.
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Tabela 24. Analise da sobrevida global de acordo com o tipo histolégico do tumor.

Sobrevida
Tipo histolégico 5 anos 10 anos
Osteoblastico 35% 18%
Condroblastico 68% 61%
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Griafico 23. Analise da sobrevida global de acordo com o tipo histolégico do tumor.



Tabela 25. Analise da sobrevida global de acordo com o grau de malignidade do tumor.

Sobrevida
Grau de malignidade S anos 10 anos
Baixo 100% 0%
Intermediario 55% 44%
Alto 61% 61%
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Grafico 24. Analise da sobrevida global de acordo com o grau de malignidade do tumor.
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Tabela 26. Andlise da sobrevida global de acordo com a marcagéo imunohistoquimica para

P53,
Sobrevida
P53 5 anos 10 anos
Negativo 70% 60%
Positivo 52% 39%
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Grifico 25. Anélise da sobrevida global de acordo com a marcago imunohistoquimica

para P53.
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Tabela 27. Anéalise da sobrevida global de acordo com a marcacio imunohistoquimica para

CDK4.
S —
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Grafico 26. Analise da sobrevida global de acordo com a marcagfio imunohistoquimica
para CDK4.



Tabela 28. Analise da sobrevida global de acordo com a marcago imunohistoquimica para

PCNA.
Sobrevida
PCNA 5 anos 10 anos
Negativo 100% 100%
Positivo 55% 439,
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Grafico 27. Anélise da sobrevida global de acordo com a marcago imunohistoquimica

para PCNA,



Tabela 29, Analise da sobrevida global de acordo com a marcagéo imunohistoquimica para

Ki67.
B e ———— e ——— e —— e ———— T ——————— TP}
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Grifico 28. Andlise da sobrevida global de acordo com a marcagfo imunohistoquimica
para Ki67.
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Tabela 30. Andlise da sobrevida global de acordo com a marcag&o imunohistoquimica para

MDM2.

b ———rre————— ]
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MDM?2 5 anos 10 anos

Negativo 58% 45%
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Grifico 29. Andlise da sobrevida global de acordo com a marcagdo imunohistoquimica

para MDM2.
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Tabela 31. Analise da sobrevida global de acordo com o tratamento realizado.

Sobrevida
Tratamento 5 anos 10 anos
Cir 86% 72%
Cir+ Qt 38% 25%
Cir+Rxton 75% 75%
Cir + Qt + Rxt
Outras 0% 0%
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Grifico 30. Analise da sobrevida global de acordo com o tratamento realizado.



Tabela 32. Anélise da sobrevida global de acordo com a recorréncia local.

Sobrevida
Recorréncia local 5 anos 10 anos
Nio 71% 57%
Sim 20% 20%
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Grafico 31. Analise da sobrevida global de acordo com a recorréncia local.
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Tabela 33. Anélise da sobrevida global de acordo com a metastase a distancia.

L ]
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Grifico 32. Analise da sobrevida global de acordo com a metastase a distancia.
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6. Discussao

A ocorréncia de osteossarcomas na regiio de cabegca e pescogo € rara,
correspondendo a cerca de 10% de todos os osteossarcomas (HUVOS, 1991; VEGE et al,,
1991). Devido a raridade do tumor e a pequena gquantidade de trabalhos publicados na
literatura, o comportamento desses tumores nesta regiio ainda é pouco conhecido
(SMEELE et al., 1997).

A maioria dos estudos retrospectivos de osteossarcomas de cabega e pescoco
analisaram uma média de 20 pacientes (MARK et al., 1991; ODA et al., 1997; CHINDIA et
al., 1998; HA et al., 1999; MARDINGER et al., 2001). No entanto, a maioria dos trabalhos
descreve as caracteristicas clinicopatologicas sendo poucos os estudos que analisam a
expressdo imunohistoquimica de proteinas em osteossarcomas de cabega e pescogo. Em
nosso estudo, selecionamos 25 osteossarcomas da regifio de cabega e pescogo atendidos no
departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia do Hospital A.C. do
Cancer Camargo — S&o Paulo.

A distribuigdo de ocorréncia dos osteossarcomas de cabega e pescogo entre os
géneros ¢ bastante variada. Alguns autores relatam predomindncia de ocorréneia nos
homens (CLARK et al, 1983; AUGUST et al, 1997; DOVAL et al, 1997;
KASSIR et al., 1997; ODA et al., 1997; VAN ES et al.,1997; MARDINGER et al., 2001).
Outros autores como TANZAWA et al. (1991) e LOPES et al. (2001) encontraram
predomindncia no género feminino, com 60% e 66% dos casos, respectivamente. Por outro
lado, MARK et al. (1991), HA et al. {1999) e BENNETT et al. (2000), observaram uma
distribuic&o similar entre os géneros. Em nosso estudo houve uma discreta predominancia

no género feminino, correspondendo a 52% dos casos.
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O osteossarcoma da regido de cabeca e pescogo acomete pacientes em idade mais
avangada em relagfio aqueles que afetam ossos longos (DELGADO et al., 1994). A maioria
dos estudos relataram faixa etaria em torno de 35 anos para pacientes com osteossarcoma
na regifo de cabeca e pescogo (TANZAWA et al., 1991; AUGUST et al., 1997; KASSIR et
al., 1997; ODA et al, 1997; HA et al, 1999; BENNETT et al., 2000; GORSKY &
EPSTEIN, 2000; MARDINGER et al., 2001). Qutros autores observaram uma média de
idade menor, em torno de 28 anos (MARK et al., 1991; DELGADO et al.,1994; DOVAL et
al., 1997; VAN ES et al., 1997). No nosso estudo, a média de 1dade foi de 29 anos,
assemelhando-se aos trabalhos que descrevem média de idade discretamente inferior a 30
anos.

A maioria dos trabalhos relatam uma predomindncia de ocorréncia na mandibula,
seguido pela maxila (MARK et al., 1991; TANZAWA et al., 1991; KASSIR et al.,, 1997,
ODA et al., 1997; BENNETT et al., 2000). Os outros ossos craniofaciais que também sio
acometidos pelo osteossarcoma sdo o temporal, frontal, parietal, occipital, orbital,
zigomatico e processo mastdide (MARK et al., 1991, HA et al., 1999). No nosso estudo,
maior freqliéncia também foi observada na mandibula (60%) seguido pela maxila (36%).
Em apenas 1 caso {4%) o tumor néo se localizava em mandibula ou maxila, acometendo a
vértebra cervical.

No trabalho de VEGE et al. (1991) o tamanho médio dos tumores foi de 8,7 cm,
com uma variacio de 4 a 22 cm. Por outro lado, LOPES et al. (2001) encontraram niimeros
menores, com uma média de 2,83 cm. Em nosso estudo, o tamanho médio dos tumores foi
de 6,81 cm, com uma variagdode 3 a 15 cm.

E citado na literatura o desenvolvimento de osteossarcoma em pacientes que

receberam radioterapia para o tratamento de outras doencas (GARRINGTON et al., 1967;
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GOORIN et al., 1985; UNNI et al.,, 1996). No entanto, nessa situagdo o osteossarcoma
geralmente ocorre alguns anos apos a realizacdo da radioterapia. UNNI & DAHLIN (1989)
relataram que o periodo médio entre a radioterapia e o desenvolvimento do tumor foi de 13
anos. Outras condigdes pré-existentes como doenca de Paget, retinoblastoma, displasia
fibrosa e trauma, também tém sido relacionadas ao desenvolvimento do tumor. Em nosso
estudo, 3 pacientes (12%) apresentaram condi¢do pré-existente. Todos correspondiam a
radioterapia prévia e o tempo médio entre o tratamento radioterapico e o desenvolvimento
do tumor foi de 14 anos.

Histologicamente, os osteossarcomas podem ser classificados em osteoblasticos,
condroblasticos e fibroblasticos, segundo as caracteristicas do estroma. Na regifio de cabega
€ pescogo, o tipo condroblastico tem sido descrito como predominante (CLARK et al.,
1983; VEGE et al,,1991; DELGADO et al., 1994; MARDINGER et al., 2001). Por outro
lado, outros autores como AUGUST et al. (1997), ODA et al. (1997) e HA et al. (1999)
observaram predominéncia do tipo osteoblastico. Ja o tipo fibroblastico ocorre raramente na
regido de cabega e pescogo. DELGADO et al. (1994) relataram que apenas 4% dos
osteossarcomas foram classificados como fibroblastico e DOVAL et al. (1997) nao
observaram nenhum caso em suas respectivas séries. Em nosso estudo a maioria dos casos
(72%) foram classificados como do tipo condroblastico, seguido pelo osteoblastico (28%) e
nenhum caso foi classificado como fibrobléastico.

A maioria dos trabalhos de osteossarcomas de cabega e pescoco mostra uma
predominincia pelos tumores de alto grau de maligmdade (ODA et al., 1997;
HA et al.,, 1999; MARDINGER et al.,, 2001). Outros, como DELGADO et al. (1994) ¢
AUGUST et al. (1997), encontraram uma porcentagem maior de casos de gran

intermedidrio. Os osteossarcomas de baixo grau de malignidade sdo raros, representando
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1,9% dos casos do osteossarcomas da Mayo Clinic (DAHLIN & UNNI, 1986). Em nosso
estudo, a maioria dos casos {60%) foi classificado como de grau intermediario e apenas 1
caso foi classificado como de baixo grau.

O p33 € um gene supressor de tumor que codifica uma proteina com funcéo de
impedir a propagacfo das células geneticamente danificadas (LEVINE, 1997). Muta¢des no
gene p33 sd3o encontradas em praticamente qualquer tipo de tumor maligno, inclusive o
osteossarcoma (WADAYAMA et al., 1993; MOUSSES et al., 1996). Intimeras técnicas
podem ser utilizadas para avaliar a proteina p53, contudo a mais utilizada é a reagfo de
imunochistoquimica (AGARWAL et al., 1999). OLIVEIRA et al. (1997) encontraram
47,5% de positividade imunohistoquimica para p53 em estudo de 17 casos de
osteossarcomas de mandibula e maxila. Por outro lado, LOPES et al. (2001), também
estudando osteossarcomas de cabeca e pescogo, observaram 88% de casos positivos. Em
estudos de osteossarcomas de 0ssos longos, a positividade para a p53 varia de 20% a 60%
(MILLER et al., 1990; TOGUCHIDA et al., 1992; UEDA et al., 1993; WADAYAMA et
al., 1993; MOUSSES et al., 1996). Treze de 25 casos (52%) apresentaram positividade para
a proteina p53 no nosso estudo.

Os genes MDM2 e CDK4 estfio presentes na regido q13-15 do cromossomo 12, e
tém sido encontrados alterados em osteossarcomas (MILLER et al, 1996;
KANOE et al., 1998). O MDM?2 tem a fungfo de regular negativamente a proteina do gene
supressor de turnor p53. WANG et al. (1997) encontraram positividade imunohistoquimica
em 30% dos casos de osteossarcomas e ZHOU et al. (1997) encontraram 41,7% dos casos
positivos. GAMBERI et al. (2000), estudando osteossarcomas parosteais, observaram que a
maioria dos casos (60%) foi negativo para a proteina MDM2. No entanto, em estudo de

osteossarcomas de cabeca e pescogo, LOPES et al. (2000), encontraram 55% dos casos
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positivos para MDM2. Em nosso trabalho, apenas 6 casos (24%) apresentaram positividade
para MDM?2, sendo que em nenhum deles foi observada positividade forte.

A proteina do gene CDK4 tem a funcgdo de fosforilar e inativar a proteina do
retinoblastoma (Rb) em associacdo com a ciclina D (MATSUSHIME et al., 1994). A
proteina Rb ativa regula a saida da célula da fase G1. Desta forma, a fungdo do CDK4 deve
ser considerada como a de ativar o ciclo celular através da inativacdo da proteina Rb
(EWEN et al., 1993; KATO et al., 1993; MATSUSHIME et al., 1994; KANOE et al.,
1998). Sendo o CDK4 o responsavel pela fosforilagio e inativagio da proteina do gene
supressor de tumor do retinoblastoma (pRb), que lidera a célula na progressdo do ciclo
celular, alteragSes no CDK4 podem resultar na perda de controle dos sinais regulatérios do
ciclo celular normal, resultando numa proliferacio celular desordenada (KANOE et al.,
1998). BENASSI et al. (1999), estudando osteossarcomas de alto grau de malignidade,
relataram que 74% dos casos foram positivos para CDK4. LOPES et al. (2001) observaram
88% dos casos positivos para CDK4 em osteossarcomas de cabeca e pescogo. Em estudo de
osteossarcomas parosteais, GAMBERI et al. (2000) encontraram 92% dos caso$ positivos
para CDK4, sendo que 60% deles foram considerados fortemente positivos. Em nosso
estudo, 21 casos (84%6) apresentaram positividade imunohistoquimica para a proteina do
gene CDK4, sendo que 10 foram consideradas fortemente positivas (+ de 50% das células
marcadas).

O PCNA € um antigeno nuclear de proliferagfo celular, sendo que a taxa de sintese
dessa proteina esta diretamente relacionada com o indice de células em proliferagdo. PARK
& PARK (1995) encontraram alta positividade imunohistoquimica (mais de 40% das
células tumorais marcadas) para PCNA em 35,3% de 34 casos de osteossarcomas, sendo

mais fregliente no subtipo fibroblastico. CHANO et al. (1996), observaram uma maior
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positividade para PCNA em 4reas osteobldsticas em comparagdio com as 4reas
condroblasticas dos osteossarcomas. No nosso estudo, observamos uma porcentagem bem
maior de positividade imunohistoquimica para PCNA, onde 92% dos casos apresentaram
marcagao.

O Ki-67, assim como o PCNA, € um antigeno presente somente em células em
proliferagio (GERDES et al, 1984; BRUNO & DARZYNKIEWICZ, 1992).
PARK & PARK (1995) observaram apenas positividade fraca (menos de 10% das células
tumorais marcadas) para o Ki-67 através de imunohistoquimica, em 64,7% dos casos de
osteossarcomas. Em nosso estudo, 88% dos casos foram positivos para Ki67.

As grandes diferencas entre as porcentagens das marcaces imunohistoquimicas
encontradas na literatura podem ser devidas a variagdes de técnica das reagSes como:
tempo de incubagfio com 0s anticorpos, processo de recuperacio antigénica, marca do
anticorpo utilizado, métodos de fixag#o e descalcificagfio dos tecidos entre outros.

O tratamento de escolha para os osteossarcomas da regifio de cabega e pescogo € a
ressec¢lo cirirgica radical com amplas margens de seguranga (GARRINGTON et al.,
1967; CLARK et al., 1983; FORTEZA et al., 1986; MARK et al., 1991). Entretanto, o uso
da quimioterapia tem sido descritas como importante no tratamento de osteossarcomas de
ossos longos. Porém, o uso de terapias adjuvantes no tratamento de osteossarcomas da
regifio de cabega e pescogo € ainda controverso (KASSIR et al, 1997; SMEELE et al.,
1997). BENNETT et al. (2000) observaram que 18 dos 25 pacientes analisados haviam sido
tratados por cirurgia. J4 ODA et al. (1997) observaram que todos os 13 pacientes estudados
sofreram remogdo cirtirgica do tumor, sendo que 2 casos em associag3o com quimioterapia
¢ 5 com quimioterapia e radioterapia. Além disso, estes autores observaram que apesar de

nio apresentar melhora estatisticamente significante na sobrevida, a quimioterapia pré-
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operatéria faz com que a ressec¢@io cirurgica do tumor seja facilitada, pois diminui a
extensfio do tumor primario. No nosso estudo, foram obtidas informacgdes referentes ao
tratamento de 24 dos 25 pacientes. Destes, 21 foram tratados através da remog¢io cirargica
do tumor, sendo que em 9 casos em associagdio com a quimioterapia, em 1 com a
radioterapia e em 3 com a associagio da quimioterapia e a radioterapia. Um caso foi tratado
apenas com a quimioterapia, outro apenas com a radioterapia e outro com a associagio da
quimioterapia com a radioterapia.

A principal complicagdo do osteossarcoma na regido de cabega e pescogo € a
recorréncia local (BERTONI et al., 1991). DELGADO et al. (1994) e KASSIR et al. (1997)
relataram que cerca de 50% dos pacientes apresentaram recorréncia local. De acordo com a
localizagdo do tumor, o indice de recorréncia varia de 39% a 70% quando na mandibula,
13% a 53% na maxila e 59% a 75% quando em outros locais (CARON et al., 1971; RUSS
& JESSE, 1980; VEGE et al., 1991). Em nosso estudo, 5 pacientes (20%) apresentaram
recorréncia local, cerca de 8 meses apos o tratamento. Em 60% desses pacientes, o tumor
estava localizado na maxila e os outros 40% na mandibula. Sendo que dois desses pacientes
haviam sido tratados apenas por cirurgia, outros dois com a associacfio da cirurgia com a
guimioterapia € outro com a assoclagéio da cirurgia com a quimioterapia ¢ a radioterapia.

As metastases de osteossarcomas de cabeca € pescogo so raras se comparadas com
os tumores localizados em ossos longos, principalmente nos estagios iniciais da doenga
(VEGE et al., 1991). BENNETT et al. (2000) observaram que apenas 2 casos apresentaram
metastases, sendo ambos para os pulmdes. J& VAN ES et al. (1997) encontraram um
ntmero matior, 10 casos de um total de 48, sendo 8 deles para os pulmdes e os demais para
outros 0ssos ¢ linfonodos regionais. Dentre os 25 casos estudados no nosso trabalho, apenas

4 (16%) apresentaram metastases, todos eles para os pulmdes, sendo que em um caso, além
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dos pulmdes, outros ¢rgdos também se encontravam afetados. Apenas 1 caso apresentou
metastase no momento do diagnostico, para os linfonodos regionais.

O indice de sobrevida global dos pacientes com osteossarcoma de cabeca e pescogo
varia entre 12% a 69% em 5 anos, sendo que a maioria dos pacientes que evoluem para
obito, morrem antes de 5 anos apos o inicio do tratamento tratamento (MARK et al., 1991;
SMEELE et al., 1994; DOVAL et al., 1997; HA et al., 1999). A porcentagem de pacientes
vivos no estudo de HA et al. (1999) apds 5 anos de seguimento foi de 55%. Por outro lado,
MARK et al. (1991) e DOVAL et al. (1997) observaram um indice de sobrevida em 5 anos
de apenas 47% e 37,4%, respéctivamente. Qutros autores encontraram valores maiores,
como ODA et al. (1997) com 77% apds 5 anos e VAN ES et al. (1997) com 65% em 5 anos
e 59% em 10 anos. Em nosso estudo, o indice de sobrevida em 5 anos foi de 59%,
reduzindo para 49% em 10 anos.

Segundo AUGUST et al. (1997) quanto mais velho for o paciente acometido pelo
osteossarcoma na regifio de cabega e pescogo, menor a taxa de sobrevida. SMEELE et al.
(1994) também relataram um menor indice de sobrevida em pacientes com mais de 35 anos
de idade. No nosso estudo observamos um indice de sebrevida maior nos pacientes com
mais de 24 anos em comparacdo com os demais. No entanto, esta diferenca nfio foi
estatisticamente significante.

O Jlocal do tumor primirio tem sido considerado como um importante fator
associado ao progndstico, visto que presume-se gue os tumores que ocorrem na mandibula
podem ser ressecados mais facilmente (HA et al., 1999). KASSIR et al.(1997) mostraram
uma maior sobrevida em pacientes com tumores localizados na mandibula em comparagéo
com 0s outros ossos craniofaciais. Alguns autores relataram que a regifio de sinfise

mandibular € o local com o prognéstico mais favoravel e o seio maxilar o menos favoravel
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(GARRINGTON et al., 1967). Por outro lado, outros autores ndo encontraram diferencas na
sobrevida dos pacientes de acordo com a localizagio do tumor (AUGUST et al., 1997; HA
et al., 1999). Em nosso estudo, apesar de observarmos um indice de sobrevida maior nos
pacientes com tumores na mandibula em relagio 4 maxila, esta diferenca nfo foi
estatisticamente significante.

Muitos autores consideraram o tamanho do tumor como um dos mais importantes
fatores prognésticos, por estar diretamente relacionado com a maior possibilidade de se
obter margens cirurgicas livres (BERTONI et al., 1991; VEGE et al., 1991; DELGADO et
al., 1994). Segundo estudo de DELGADQ et al. (1994), o tamanho c¢linico do tumor foi o
fator prognéstico mais importante, sendo que quanto maior o tumor, menor o tempo de
sobrevida do paciente. Outros autores como BERTONI et al. (1991) e VEGE et al. (1991)
também encontraram relacio entre o tamanho do tumor e o tempo de sobrevida do paciente.
No nosso estudo ndo houve correlacdo entre o tamanho do tumor € o progndstico do
paciente.

Segundo UNNI & DAHLIN (1989), os osteossarcomas que se desenvolvem em
locais onde foram expostos 3 irradiaco s3o geralmente de alto grau de malignidade tendo
um pior prognostico. No nosso trabalho, a maloria dos pacientes com histéria de
radioterapia prévia para o tratamento de outro tumor evoluiram para obito em menos de 5
anos de seguimento (p = 0,004).

CLARK et al. (1983) observaram que os pacientes com fumores do tipo
condrobléstico apresentavam uma maior sobrevida se comparados com os outros tipos. Por
outro lado, outros autores relataram que os pacientes com tumores do tipo condrobléastico
em o0ssos longos, apresentavam um progndstico desfavoravel NACHMAN et al., 1987;

WOZNIAK et al., 1993). No entanto, a maioria dos outros estudos nio conseguiu
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correlacionar a sobrevida com o tipo histolégico do tumor em osteossarcomas da regifio de
cabe¢a e pescoco (AUGUST et al., 1997; DOVAL et al., 1997; HA et al., 1999). Em nosso
estudo os pacientes com tumores do tipo condroblastico apresentaram uma taxa de
sobrevida maior em relagio aos do tipo osteoblastico, sendo a diferenca foi estatisticamente
significante (p = 0,02).

BERTONI et al. (1991), DELGADO et al. (1994), KASSIR et al. (1997) e HA et al.
(1999) relatararn que os tumores de alto grau de malignidade representavam um
prognostico desfavoravel ao paciente. Em nosso estudo, no houve correlagdo entre o grau
de malignidade do tumor € o prognostico dos pacientes.

LEONARDO et al. (1997) descreveram que a marca¢do imunohistoquimica para
P33 ocorreu principalmente em tumores de pacientes com mais de 40 anos de idade. Neste
mesmo estudo, observaram também que ndo houve diferengas na marcagfo para p53 em
tumores de tipos histologicos diferentes. Assim como LEONARDO et al. (1997), no nosso
estudo, a marcagdo para p53 foi maior em tumores de pacientes mais vethos, onde todos os
casos com mais de 34 anos foram positivos (p = 0,05). Além disso, nfo se encontrou
também diferencas na marcagéio entre tumores do tipo condfobléstico ¢ osteoblastico.

WADAYAMA, et al. (1993) e KAWALI et al. (1994) mostraram que a expressio
imunohistoquimica do p53 estava associada com tumores de alto grau de malignidade e de
comportamento agressivo, o que também foi constatado em nosso trabatho, onde 73% dos
casos classificados como de alto grau de malignidade apresentaram positividade forte para
p53. No entanto, assim como MILLER et al. (1990), TOGUCHIDA et al. (1992), UEDA et
al. (1993), WADAYAMA et al. (1993) e MOUSSES et al. (1996), em nossa série ndo

houve correlagfo estatisticamente significante entre a marcacgo para p33 e o progndstico do
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paciente, mesmo tendo sido observado que os pacientes positivos para p53 tiveram um
indice de sobrevida menor.

Estudos mostram que alteragGes no MDM?2 e p53 normalmente ndo coexistem
sugerindo que amplificagio do MDM2 pode ser uma alternativa para a mutagio no p53
durante a génese dos turnores e progressio dos sarcomas (MOMAND et al., 1992; OLINER
et al.,, 1992; LEACH et al.,, 1993; MELTZER, 1994). No nosso estudo nio houve
correlagdo entre a marcagio para p53 e MDM2, onde apenas 4 casos (16%) foram positivos
para esses dois marcadores ao mesmo tempo.

A amplificagio do gene MDM2 tem sido associada com recorréncia ou metastase de
osteossarcomas (LANDANYI et al, 1993), e segundo LEACH et al. (1993) e
MARCHETTI et al. (1995), na maioria dos casos, a amplificagdo do gene MDM2 ¢
acompanhada pela superexpressio de sua proteina. No nosso estudo nfo verificamos a
amplificacio génica, apenas a sua expressdo, e observamos o inverso, onde todos os
pacientes que apresentaram metastase ¢ 80% dos que apresentaram recorréncia local foram
negativos para MDM2.

BENASSI et al. (1999) relacionaram CDK4 com um prognoéstico desfavoravel em
pacientes com osteossarcomas. No nosso estudo observamos que todos os pacientes
negativos para CDK4 estavam vivos em 10 anos de seguimento, sendo que dentre os casos
positivos, o indice de sobrevida foi de apenas 36% no mesmo periodo de tempo. No
entanto, esta diferenca nfo foi estatisticamente significante.

O aumento da atividade proliferativa é um importante indicador da agressividade de
lesdes malignas (GOMES et al., 2000). No nosso estudo observamos que todos os casos
classificados como de alto grau de malignidade e todos os que apresentaram recorréncia

local foram positivos para PCNA.
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Uma correlagfo significativamente alta entre a média de crescimento celular com o
Ki-67 e caracteristicas histopatolégicas de malignidade tém sido relatados (ZHU et al.,
1999). No nosso trabalho observamos que 91% dos casos de alto grau de malignidade
foram positivos para Ki67. Além disso, verificamos que tanto para PCNA quanto para
Ki67, todos os pacientes com tumores negativos para esses dois marcadores estavam vivos
apos 10 anos de seguimento, sendo que o indice de sobrevida dos casos positivos foi de
apenas 39% no mesmo periodo de tempo. Assim como era esperado, houve uma correlagéo
positiva entre a marcagdo para PCNA e Ki67 (p = 0,0002), uma vez que ambos séo
marcadores de proliferagéo celular.

Para investigar a possibilidade de correlacfio entre p53 e a atividade proliferativa,
LEONARDO et al. (1997) comparou a marcacio entre p53 e Ki67 (MIB-1) em
osteossarcomas de ossos longos, ndo encontrando relagio entre esses dois marcadores. No
nosso estudo também nfo houve associacdo estatisticamente significante entre a marcagio
para Ki67 e p53.

O fator mais importante associado a sobrevida é a adequada remogfo cirtrgica do
tumor primério (DOVAL et al., 1997). Segundo o trabalho de SMEELE et al. (1997), os
pacientes tratados através da associagdo da cirurgia com a quimioterapia apresentaram uma
melhor sobrevida em relagfo aos outros. No entanto, segundo KASSIR et al. (1997), néo
houve diferenca na sobrevida entre pacientes tratados apenas por cirurgia ou em associagio
com terapias adjuvantes. No nosso trabalho, nf#o houve correlagio entre o tipo de
tratamento realizado e o prognéstico do paciente. Observamos também que todos os casos
em que nfo foi feita a remocio cirlirgica do tumor, provavelmente pelo tumor estar em um
estagio muito avangado, tornando-se irressecivel, os pacientes evoluiram para 6bito em

menos de 5 anos.
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Os pacientes que desenvolvem recorréncia local apresentam um prognostico
bastante desfavoravel (RAYMOND et al., 1989; SMEELE et al., 1994; HA et al., 1999).
Em nosso estudo, 5 pacientes (20%) apresentaram recorréncia local, sendo que todos eles
evoluiram para 6bito em menos de 5 anos apds o inicio do tratamento (p = 0,03), mostrando
ser este um importante fator relacionado 4 sobrevida. DELGADO et al. (1994) mostraram
também que 0s casos que apresentaram recorréncia local, os tumores primarios tinham mais
de 10 cm. Esta relacio entre o tamanho do tumor e a recorréncia local n#o foi observada no
nosso estudo.

A presenca de metastase reduz a taxa de sobrevida em 10 anos a praticamente zero
(BATSAKIS et al., 1980). Em nossa série, 3 dos 4 pacientes que desenvolveram metastase
evoluiram para Obito, mostrando ser este também, um importante fator relacionado ao

prognostico.
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7. Conclusoes

1. A média de idade dos pacientes com osteossarcomas de cabeca e pescoco foi de 29 anos
com uma discreta predilecio no género feminino. O local mais acometido foi a
mandibula e a média do tamanho dos tumores foi 6.81cm.

2. O tipo histolégico predominante foi o condroblastico e a grande maioria foi de grau de
malignidade intermedidrio.

3. A positividade imunohistoquimica foi observada em 52% dos casos para p53, 24% para
MDM?2, 84% para CDK4, 92% para PCNA ¢ 88% para Ki67.

4. A principal forma de tratamento foi a cirurgia e em alguns casos em associagio com a
quimioterapia e/ou radioterapia. Cinco pacientes (20%) apresentaram recorréncia local
¢ 4 (16%) desenvolveram metastase.

5. A anélise de correlagdo de freqiiéncia mostrou que os pacientes que desenvolveram
recorréncia local e metastase tiveram pior prognostico. Outras caracteristicas clinicas e
histopatologicas n#o tiveramn relagio com o progndstico. Os marcadores
imunohistoquimicos p53, MDM?2, CDK4, PCNA ¢ Ki67 também n&o tiveram relagdo
com o prognostico, apesar de termos observado que os pacientes negativos para CDK4,
PCNA e Ki67 tiveram um tempo de sobrevida maior em relagfo aos pacientes positivos
para esses marcadores.

6. A sobrevida global foi de 59% em 5 anos e 49% em 10 anos e os fatores mais
importantes relacionados com a sobrevida foram a histéria de radioterapia prévia,

tumores do tipo osteoblastico e presenga de recorréncia local.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1

Cépia da ficha utilizada para a coleta das informacdes clinicas dos pacientes.
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9.2. Anexo 2
Copia da autorizagio concedida pelo responsavel pelo arquivo de blocos do
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital do Céncer A.C. Camargo - Sio Paulo

para a retiradada dos blocos parafinados.
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9.3. Anexo 3
Copia do certificado de aprovagiio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP.
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