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ARTIGO ORIGINAL

EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DAS PROTEINAS VEGF
E HER-2 EM BIOPSIAS DE OSTEOSSARCOMA

RicarRDO GEHRKE BECKER", CARLOS ROBERTO GALIAT, SANDRA MORINIZ, CRISTIANO RIBEIRO ViaNAZ2

RESUMO

Objetivos Identificar a prevaléncia de HER-2 e do fator de crescimen-
to do endotélio vascular (VEGF) em biépsias de osteossarcoma e
correlaciona-los com possiveis fatores de prognostico. Métodos: Es-
tudo retrospectivo realizado no Hospital de Cancer de Barretos-SP
incluindo 27 bidpsias de osteossarcoma imuno-histoquimicamente
coradas para VEGF e HER-2. Caracteristicas clinico-patolégicas
foram coletadas dos prontuarios médicos dos pacientes para cor-
relagdo com marcadores. Resultados: Em 27 bidpsias, quatro foram
superexpressas para VEGF e trés para HER-2. Dois tergos dos pa-
cientes eram n&o metastaticos. Quase todos pacientes com VEGF
superexpresso apresentaram metastases. A superexpressao para
HER-2 apresentou relagéo inversa a presenga de metastases. Nao
houve associagao significativa entre os marcadores e o prognéstico.
Concluséo: Identificamos baixa prevaléncia de VEGF e HER-2 na
amostra. Nao houve associacao significativa entre superexpressao
dos marcadores e caracteristicas clinico-patolégicas. A ampliagao
da amostra e do tempo de seguimento, além do emprego de novas
técnicas laboratoriais pode determinar a real expressao de VEGF
e HER-2 e seu papel em osteossarcomas. Nivel de Evidéncia ll,
Estudo de Caso-controle.

Descritores: Fator A de crescimento do endotélio vascular. Genes
HER-2. Osteosarcoma. Imunoistoquimica.

ABSTRACT

Objectives: To identify the prevalence of erbB-2 and vascular
endothelial growth factor (VEGF) in osteosarcoma biopsies and
to correlate them with possible prognosis factors. Methods:
Retrospective study conducted at the Hospital do Céancer de
Barretos-SP including 27 osteosarcoma biopsies immunohis-
tochemically stained for VEGF and erbB-2. The pathological
characteristics were collected from medical records of patients
to correlate with markers. Results: In 27 biopsies, four overex-
pressed VEGF and three overexpressed erbB-2. Two thirds of
patients had no metastases. Almost all patients with overexpres-
sion of VEGF showed metastases. Overexpression of erbB-2 was
inversely related to the presence of metastases. There was no
significant association between markers and prognosis. Con-
clusion: We identified a low prevalence of erbB-2 and VEGF
in the sample. There was no significant association between
overexpression of markers and pathological features. A larger
sample and a longer follow-up, in addition to using new labora-
tory techniques can determine the real expression of VEGF and
erbB-2 and its role in osteosarcoma. Level of Evidence lll,
Case-Control Study.

Keywords: Vascular endothelial growth factor A. Genes, erbB-2.
Osteosarcoma. Immunohistochemistry.
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INTRODUGCAO

Osteossarcoma é um tipo de cancer 6sseo agressivo de origem
mesenquimal geralmente encontrado em jovens entre 10 e 25
anos. Qualquer osso do corpo humano pode ser acometido por
esta neoplasia e a sobrevida geral em cinco anos é de aproxima-
damente 65 a 75%. A principal causa de 6bito sdo as metastases
pulmonares, diagnosticadas por tomografia computadorizada (TC)
em 35 a 45% dos pacientes.’ Diversos protocolos foram desen-

volvidos nas Ultimas décadas incluindo quimioterapia em altas
doses e novas técnicas para ressecgdes com margem oncolégica
e reconstrugoes preservadoras de extremidades. Apesar da evo-
lugdo no campo da oncologia, a busca por melhores resultados
em curvas de sobrevida ainda continua sendo um desafio, princi-
palmente em pacientes portadores de metastases.?®

O crescimento tumoral depende da proliferagao de novos vasos
sanguineos em seu interior, 0s quais estdo diretamente e indireta-
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mente relacionados a liberagédo de diversos fatores de crescimento
tanto pelo tumor primério quanto pelas lesbes metastéticas decor-
rentes. A identificagdo de marcadores tumorais tem sido motivo
de pesquisas com o objetivo de identificar e estratificar pacientes
com alto ou baixo risco para desenvolvimento de metastases. A
superexpressao do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular
(VEGF) e do Receptor tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérmico
Humano (HER-2) tem evidenciado resultados conflitantes com
relagdo ao prognodstico em portadores de osteossarcoma.*'°

O fator de crescimento do endotélio Vascular (VEGF) € uma prote-
ina homodimérica que aumenta a permeabilidade endotelial vas-
cular e estimula a proliferagdo de células endoteliais. Esta proteina
esta diretamente envolvida no processo de angiogénese, que é
responsavel pela neovascularizagéo, crescimento tumoral e dis-
seminacdo de metastases. A neovascularizagéo é evidente em
amostras histolégicas de osteossarcomas classicos, o que reflete
a agressividade e o potencial metastatico deste tipo de cancer. 4%
Em tumores do aparelho gastrointestinal como o carcinoma gas-
trico, os tumores esofagicos e os carcinomas colorretais, a supe-
rexpresséo de VEGF sugere relagéo direta com pior prognéstico.
No entanto, evidéncias clinicas ainda néo estdo bem estabelecidas
entre a expressdo deste marcador de angiogénese e sobrevida
em portadores de osteossarcoma.?*®

O oncogene HER-2 (ErbB-2 ou neu) é o responséavel pela codi-
ficagdo de uma glicoproteina transmembrana chamada HER-2,
que esta superexpressa em 20 a 40% dos pacientes portadores
de cancer de mama, sendo associada ao pior prognostico.'? Este
marcador biolégico também tem sido relacionado a menor sobre-
vida, ma resposta a quimioterapia e a presenca de metastases em
alguns estudos envolvendo o osteossarcoma.5810

Esta coorte histdrica tem o objetivo de identificar a prevaléncia de
VEGF e HER-2 em bidpsias de osteossarcoma anteriores a qui-
mioterapia e correlacionar a superexpressao destes marcadores a
caracteristicas clinico-patolégicas envolvidas com o prognéstico.

PACIENTES E METODOS

Pacientes e amostras histologicas

Neste estudo retrospectivo 27 pacientes com osteossarcoma ti-
veram seus prontuarios médicos revisados e suas bidpsias co-
radas para VEGF e HER-2. As amostras pertenciam a pacientes
diagnosticados entre os anos de 2005 e 2009. Todas as amostras
foram fixadas em formalina 10%, incluidas em blocos de parafina e
armazenadas no departamento de patologia do Hospital de Céan-
cer de Barretos - Brasil. Os critérios para inclusao foram pacientes
de ambos os sexos, com idade entre 5 e 30 anos, diagndstico
de osteossarcoma sem tratamento prévio, além de presenga ou
auséncia de metastases. A violagao no protocolo de tratamento foi
considerada critério de excluséo do estudo. Caracteristicas clinico-
-patoldgicas como idade, sexo, subtipo histologico, término do
protocolo, resposta a quimioterapia neoadjuvante e a presenga de
metéastases foram analisados e tabulados. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicao (CEP #195/2009).

Técnica de imuno-histoquimica

Todas as amostras foram incluidas em blocos de parafina e sub-
metidas a cortes de 2 a 3 micra em micrétomo padronizado e
coradas imuno-histoquimicamente pelo método do complexo
avidina-biotina-peroxidase. O anticorpo primario para VEGF foi
um anticorpo anti-humano monoclonal de ratos em diluicdo de
1:50 (DakoCitomation, Denmark, A/S), e para HER-2, o anticorpo
anti-humano policlonal de coelhos em diluigdo de 1:200 (DakoCi-

tomation, Denmark, A/S). A recuperagao antigénica foi realizada
através da incubagao em calor Umido em tampao de citrato (Dako
—10mM, ph 9,0 e 90°C). A amplificagao da reacéo foi realizada no
Dakoautostainer (Universal Staining System — Dako). Os controles
positivos e negativos foram utilizados para cada teste.
Avaliacao imuno-histoquimica

Dois patologistas (SM e CRV) analisaram as amostras de osteos-
sarcomas sem qualquer informagéo sobre o histérico dos pacientes
e utilizaram um microscopio de duas cabegas binoculares simulta-
neamente. Frequéncias quase similares de porcentagem de células
coradas foram encontradas nas laminas por ambos profissionais
com indice kappa menor que 5%. VEGF foi considerado positivo
quando corados mais de 30% tanto do citoplasma quanto da mem-
brana das células tumorais*. HER-2 foi avaliado através de escala
semi-quantitativa. As amostras foram graduadas de 0 (zero) até +3
de acordo com a proporgao de células coradas tanto no citoplasma
quanto na membrana. Resultados de zero a +1 foram considerados
como até 30% das células coradas e, de +2 até +3, como acima
de 30%. Apenas a coloragao de imuno-histoquimica acima de 30%
foi classificada como superexpressao de HER-2.813

Analise estatistica

Todas as variaveis foram descritas por frequéncias absolutas e re-
lativas, exceto a idade que foi descrita por média e desvio padrao.
Para comparar os grupos foi aplicado o teste ¢ student (idade) e o
teste exato de Fisher (demais variaveis). Para estimar as curvas de
sobrevida, o0 método de Kaplan-Meier foi aplicado e para compara-
-las foi utilizado o teste log-rank. O calculo do tamanho da amostra
foi realizado no programa PEPI (Programs for Epidemiologists)
versao 4.0 e baseado no estudo de Kaya et al.#, 2000. Para um
nivel de significancia de 5% (p < 0,05), um poder de 90%, uma
proporgao de sobrevida de 90% no grupo VEGF negativo e uma
proporgao de 20% no grupo de VEGF positivo, obteve-se um total
minimo de 22 pacientes. As analises foram realizadas no programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 18.0.

RESULTADOS

Os resultados deste estudo estao sumarizados nas Tabelas 1 e 2.
Quinze pacientes eram do sexo masculino e 12 do sexo feminino,
com média de idade de 13 anos (sete a 27 anos). Os casos foram
divididos em acima (n=21) e abaixo (n=6) de 14 anos conside-
rando como um maior ou menor risco de agressividade do tumor.
Treze individuos concluiram o protocolo brasileiro (GBTO), nove
permaneciam em tratamento durante este estudo® e cinco néo
dispunham de dados nos prontuarios. Todos osteossarcomas
foram estadiados em IIB e Il de acordo com o Sistema de Es-
tadiamento de Enneking.'* Qito pacientes (30%) apresentaram
metastases pulmonares no momento do diagndstico e foram
classificados como estégio lll. Nenhum paciente apresentou des-
cricdo de metéstases ndo pulmonares.

Os subtipos histolégicos foram descritos de acordo com a OMS
- Classificacdo de Tumores Osseos, 2002.'® A classificacdo de
Huvos-Ayala foi utilizada para descrever a resposta a quimio-
terapia neoadjuvante como pobre (I-Il) e boa (llI-IV)."® Mais da
metade dos pacientes (56%) apresentaram pobre resposta ao
tratamento quimioterdpico neoadjuvante, 22% apresentaram boa
resposta e outros 22% nao apresentaram registros de exames
anatomopatologicos. A Tabela 1 descreve todas variaveis clinico-
-patolégicas analisadas. O intervalo de seguimento foi registrado
desde a bidpsia inicial até julho de 2009. O periodo minimo de
seguimento foi de seis meses.
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Tabela 1. Significancia das variéveis comparadas a expresséo de VEGF.

Tabela 2. Significancia das variaveis comparadas a expressao de HER-2.

Amostra total| VEGF negativo | VEGF positivo Amostra HER:2 HEB_'Z
L (n=27) (n=23) (n=4) total (n=27) negativo positivo
Variaveis Valor-p Variaveis (n=24) (n=3) Valor-p
0, 0, 0,
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Fai i ,545** ) L.
alxa etaria 0,545 Faixa etaria 0,545**
<14 6 (22,2 6 (26,1 0(0,0
(222) (26,1) 00) <14 6 (22,2) 5 (20,8) 1 (33,3)
> 14 21(77.8) 17(739) 4(100) > 14 21(77,8) | 19 (79,2) 2 (66,7)
Sexo 0,106 Sexo 0.231%*
M li 1 11 (47, 4(1 )
aseulino 5(556) (478) (100) Masculino 15 (55,6) | 12 (50,0) 3 (100)
Femini 12 (44,4 12 (52,2
eminino (44,4) (52,2) 0(0,0) Feminino 12 (44,4) 12 (50,0) 0(0,0)
Subtipo histolégico 0,554* Subtipo "
histolégico 0,686
l&sti 13 (48,1 11 (47, 2 (50, o
Osteoblastico 8 (481) (47.8) (500 Osteobléstico | 13 (481) | 11(458) | 2(667)
Tel iectasi 4 (14 4 (17,4 X .
eleangiectasico (148) (174) 0(00) Teleangiectésico | 4 (14,8) 4(16,7) 0 (0,0
Condroblasti 3(111 2(8,7 1 (25, -
oncrobiastico (11.1) ®7) (250) Condroblastico | 3 (11,1) | 3(125) 0(00)
Fibroblasti 11,1 2(8,7 1(25, ) -
ibroblastico (1) 67) @50 Fibroblastico | 3 (11,1) 3(12,5) 0(0,0)
Indif i 4 (13, 4 (17,4 , . )
ndiferenciado (138) (174 0(00) Indiferenciado | 4 (13.8) 3(12,5) 1(333)
Metastase 0,065 Metastase 1,000**
i 29, 21,7 3 (75, )
Sim 8(296) 5(217) (75.0) Sim 8(206) | 7292 1(33,3)
Na 19 (70,4 18 (78, 1 (25, _
%0 (104 8(78.3) (50) Nao 19 (704) | 17 (70.8) 2 (66,7)
Resposta a QT R
0,053* Resposta a QT .
(Huvos-Ayala) (Huvos-Ayala) 0,003
Pobre (I-11) 15 (55,6) 15 (65,2) 0(0,0) Pobre (I-Il) 15 (55,6) 15 (62,5) 0 (0,0)
Boa (II-1V) 6(22,2) 4(17,4) 2(50,0) Boa (lll-IV) 6 (22,2) 6 (25,0) 0(0,0)
N.D. 6(222) 4(174) 2(50,0) N.D. 6 (22,2) 3 (12,5) 3 (100)
Protocolo completo 0,531* Protocolo 0,758*
completo
Sim 13 (48,1) 11 (47,8) 2 (50,0) Sim 13 481) | 12(50,0) 1(333)
Néo 9(333) 7(304) 2 (50,0) Nao 9 (33,3) 8 (33,3) 1(33,3)
N.D. 5(18,5) 5(217) 0(0,0) N.D. 5 (18,5) 4 (16,7) 1(333)

Legenda: N.D. = N&o determinado; VEGF = Fator de crescimento do endotélio vascular.* teste

qui-quadrado de Pearson; ** teste exato de Fisher.
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Apenas quatro amostras (15%) apresentaram superexpressao de
VEGF. Todas as amostras positivas para VEGF foram encontradas
no sexo masculino, e acima de 14 anos. Trés quartos (75%) dos
pacientes que superexpressaram VEGF apresentaram metasta-
ses pulmonares, inferindo um risco tedrico para pior prognéstico
j& descrito em publicagdes prévias.*” A Tabela 1 sumariza a
correlagao entre VEGF e as variaveis analisadas. Nao encon-
tramos correlagdo significativa quando realizadas anélises des-
critiva e univariada. Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para
VEGF estao descritas na Figura 1. A superexpressao de HER-2
foi observada em trés casos (11%). Todos do sexo masculino,
e dois (67%), acima de 14 anos. Metéstases pulmonares foram
identificadas em apenas um tergo dos pacientes com HER-2
considerados positivos (>1+). As amostras coradas como po-
sitivas para HER-2 n&o apresentavam descricao sobre resposta
a quimioterapia em nossos arquivos médicos. Nao encontramos
correlagéao significativa quando realizadas analises descritiva e
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Figura 1. Curva de Kaplan-Meier para (A) sobrevida geral e (B) sobrevida livre
de doenga para casos positivos de VEGF comparados com negativos.
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Figura 2. Curva de Kaplan-Meier para (A) sobrevida geral e (B) sobrevida livre
de doenga para casos positivos de HER-2 (ErbB-2) comparados com negativos.

univariada. Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para HER-2
estéo descritas na Figura 2. Imuno-histoquimica de VEGF é de-
monstrada na Figura 3A. Imuno-histoquimica de HER-2 é de-
monstrada na Figura 3B.

DISCUSSAO

No presente estudo, demonstrou-se a baixa prevaléncia de VEGF
(15%) e HER-2 (11%) em bidpsias de osteossarcoma analisadas
através de imuno-histoquimica. Diferentes métodos para quantifi-
car a presencga de marcadores biolégicos teoricamente envolvidos
na proliferagéo e disseminagéo de tumores tém sido descritos nas
Ultimas décadas. Testes laboratoriais como a imuno-histoquimica,
pesquisa de DNA e de RNA estao entre os mais conhecidos.
Diferengas entre protocolos de pesquisa incluindo uma grande
variedade de anticorpos e de técnicas sem padronizagdo para
a identificagao de genes sado responsaveis pela discrepancia em
estudos ao redor do mundo.'®"
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Figura 3. Fotomicrografia de (A) osteossarcoma com positividade citoplas-
mética de VEGF (400X) e fotomicrografia de (B) osteossarcoma com positivi-
dade de membrana de HER-2 (400X).

Desde que o DNA complementar do HER-2 foi isolado ha
aproximadamente 25 anos, vieram a tona importantes desco-
bertas no mecanismo de a¢ao dos receptores de tirosinoqui-
nases (RTQ), que quando mutados ou alterados, tornam-se
potentes oncoproteinas. Em 1985, o grupo de Ullrich da Ge-
nentech descreveu a estrutura primaria completa de suposto
RTQ que demonstrou alto grau de homologia com o Receptor
do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) humano, tendo
sido denominado de human EGFR-related 2, ou HER2 (17).
Dois anos mais tarde, Slamon et al.'? relataram que o HER2
encontrava-se amplificado em 30% dos casos de céncer de
mama invasivos e, pela primeira vez, demonstraram correlacao
significativa entre a superexpressao de HER2, reducéao da
sobrevida e recidiva tumoral aumentada.

No final dos anos 90, dois estudos sugeriram que a superex-
pressao de HER-2 em osteossarcoma poderia estar associada
a menor sobrevida e ao desenvolvimento de metastases. Em um
destes estudos, 26 amostras de osteossarcomas foram analisadas
para HER-2 através de imuno-histoquimica, e a superexpressao
de HER-2 foi identificada em 42% das amostras. No entanto, os
pacientes metastaticos foram incluidos na mesma amostra e os
protocolos de quimioterapia n&o foram adequadamente descritos.
Por fim, pacientes em estagios IIB e Il deveriam ter sido analisados

Acta Ortop Bras. 2013;21(4):233-8

separadamente para HER-2, pois é de conhecimento geral que o
progndstico de individuos metastéaticos (Ill) é inferior ao dos ndo
metastaticos (I1B).% Em outro estudo, 53 amostras de osteossar-
comas foram analisadas, enquanto todos pacientes portadores
de metastases (estagio lll) foram excluidos. Nem dados a respeito
da sobrevida geral, nem qualquer descrigéo sobre anélises uni ou
multivariadas foram descritos. '

Em 2002, Akatsuka et al.é propuseram diferente explicagéo para
a associagao entre a superexpressao de HER-2 e os achados
clinicos em osteossarcoma, comparando os niveis de HER-2 entre
amostras de bidpsias, de tumores ressecados apés a quimiotera-
pia neoadjuvante e de metastases pulmonares em 19 pacientes
ndo metastaticos ao diagndstico. O desaparecimento de HER-2
foi visivel durante o tratamento com quimioterapia em 14 de 19
pacientes (74%) a medida que se tornaram metastéaticos. Estes
achados sugerem que a superexpressao de HER-2 ndo tem um
papel importante no desenvolvimento de metastases, e que tumo-
res onde o HER-2 é superexpresso existird maior beneficio com
a quimioterapia em relagéo a sobrevida geral e livre de doenca
quando comparados aos com HER-2 negativo.

A expressao de VEGF tem sido utilizada como um marcador mais
objetivo para avaliar a importancia da angiogénese em tumores
solidos como o osteossarcoma. Um estudo com 30 pacientes
identificou que 0 mRNA de VEGF estava expresso em todas as
amostras tumorais, e em 80% na isoforma de VEGF165. Apenas
20% expressava a isoforma VEGF121. 83% dos VEGF165- po-
sitivos desenvolveram metastases, enquanto 0 mesmo ocorreu
em apenas 16% dos VEGF165-negativos. Nos mesmos grupos,
VEGFR-1 e 2 (receptores tipo 1 e 2 de VEGF) foram expressos em
mais da metade dos pacientes, porém a expressao ndo se correla-
cionou com o progndstico. Os individuos deste estudo nao haviam
sido submetidos a tratamento prévio e também ndo apresentavam
metastases ao diagnostico, e o VEGF foi analisado através da
reagao em cadeia de polimerase transcriptase (RT-PCR).”'8

Em outro estudo, 63% de 27 pacientes expressaram VEGF através
de imuno-histoquimica. Oitenta e dois por cento das amostras
onde o VEGF foi positivo desenvolveram metastases, enquanto
apenas 10% nas amostras onde VEGF foi negativo. Como espe-
rado, a sobrevida nos individuos com VEGF positivo foi menor que
a dos negativos.* Um grupo de pesquisas norte-americano des-
creveu em 2004 a possivel relagéo entre a expresséo de VEGF em
biépsias de osteossarcoma e o nivel de permeabilidade vascular
através de ressonancia nuclear magnética (RNM) em 15 pacientes.
Dez amostras coraram-se positivas a imuno-histoquimica, sendo
quatro com 1+, outras quatro com 2+, e mais duas com 3+.
Qualquer positividade tanto em citoplasma quanto em membrana
foi considerada. O Unico achado significativo entre VEGF superex-
presso e alto coeficiente de permeabilidade foi possivel quando as
amostras foram estratificadas, ou seja, avaliadas separadamente
(0, 1+, 2+, 3+) de acordo com o nimero de cruzes.'®

Uma metandlise incluindo 387 pacientes em 11 publicagbes iden-
tificou taxa de risco de 2,84 para VEGF positivos em relagdo ao
risco de ébito quando comparados aos VEGF negativos. Estes
achados, apesar da heterogeneidade das publicagdes incluidas,
sugerem pior prognéstico para biépsias onde VEGF apresentou-
-se superexpresso.?

Em nosso estudo, além da baixa prevaléncia dos marcadores imu-
nolégicos, foi apresentada de maneira descritiva uma tendéncia a
presenca de metastases em portadores de osteossarcoma com
VEGF positivo e HER-2 negativo. N&o foi encontrada correlacao
significativa entre HER-2 e VEGF quanto a sobrevida geral € livre
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de doenca, assim como das variaveis clinico-patolégicas. Apesar
de ainda n&o existir consenso na literatura, a positividade de VEGF
e a negatividade de HER-2 tém sugerido piores resultados na
evolugao desta doenca.

CONCLUSAO

A superexpressao das proteinas de VEGF e HER-2 demonstrou
baixa prevaléncia, sendo de apenas 11% e 15%, respectiva-
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