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RESUMO

SANTOS, Patricia de Albuquerque. Inibicdo da expressédo de CD90 (Thy-1) interfere
com a migragéo celular em células primarias isoladas do Tumor de Células Gigantes
do Osso. Rio de Janeiro, 2017. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao
Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia,
Ministério da Saude, 2017.

O tumor de células gigantes do osso é uma neoplasia benigna primaria do
0SSO que pode cursar com metastase em 2% dos casos. O tratamento dessa
patologia consiste principalmente na remocéao cirdrgica do tumor. Estudos recentes
apontam a proteina de superficie CD90 como uma molécula importante no processo
de oncogénese, porém nao ha relatos na literatura que investiguem seu papel no
TCG. Nesse contexto, a compreensao do papel desta molécula na histéria natural do
TCG é importante. O objetivo desse estudo € investigar a expressao de CD90 nesse
tumor e explorar sua relacdo com a proliferacdo e migracdo celular. A expresséo de
CD90 foi acessada em amostras do tumor primario de 23 casos (10 amostras de
pacientes com metéstase e/ou recidiva e 13 de pacientes sem metastase e/ou
recidiva) e avaliada através de imunohistoquimica. Posteriormente, foi classificada
de zero (ausente) a trés (intensa) considerando a dispersdo e a intensidade da
marcacgao no corte histolégico, havendo variabilidade na expressdo sem diferenca
entre os grupos (p=0,595). A expresséao celular do CD90 foi avaliada por citometria
de fluxo em células isoladas a partir do tecido tumoral fresco de trés pacientes.
Nestas 37,3% das células foram CD90". Em seguida, realizamos a andlise da
expressdo de CD90 em células primérias e observamos percentual de 93% a 99%
de células CD90". Afim de, investigar sua funcdo no TCG, avaliamos o efeito do
silenciamento desta molécula sobre a migracéo e proliferacdo das células da cultura
primaria e como resultado obtivemos reducdo significativa na expressdo desta
molécula entre os dias 7 e 12 apos a transfec¢do (p<0,0001), com o retorno da
expressdo acontecendo por volta do dia 14 apds a eletroporagdo. Para avaliar a
funcionalidade do CD90 nas células de TCG, foram realizados ensaios de migracéo
celular e analise de proliferacdo. Na condicdo controle de eletroporacdo (SCR)foi
observada taxa de migracéao de 85,4% e na condicdo em que o CD90 foi silenciado,
houve reducdo na migracdo para 61,9%. A atividade proliferativa foi analisada
através de imunocitoquimica para Ki67. O niumero médio de células Ki67 positivas
nas condicdes controle, SCR e SIRNA CD90 foi de 18,23+3,3, 12,21+38 e
15,82+2,0, respectivamente (Valor p = 0,412), indicando que o silenciamento n&o
interfere na proliferacdo celular. Portanto, os tecidos tumorais primario e de recidiva
do TCG expressam CD90 (Thy-1), porém sem relagcdo com a ocorréncia de recidiva.
In vitro, as células isoladas também mostram expressao desta molécula que esta
relacionada com a migracao celular.

Palavras-chave: Tumor de células gigantes do osso, TCG, CD90, células estromais,
células tronco.



ABSTRACT

SANTOS, Patricia de Albuquerque. Inhibition of expression of CD90 (Thy-1)
interferes with cell migration in primary cells isolated from Giant Cell Tumor of Bone.
Rio de Janeiro, 2017. Master Thesis. (Master's Degree in Science Applied to the
Musculoskeletal System) — National Institute of Traumatology and Orthopedics,
Ministry of Health, 2017.

The giant cell tumor of the bone is a benign primary neoplasm of bone that can travel
with metastasis in 2% of cases. The treatment for this pathology consists mainly in
the surgical removal of the tumor. Recent studies point to the CD90 surface protein
as an important molecule in the oncogenesis process, but there are no reports in the
literature investigating its role in GCT. In this context, understanding the role of this
molecule in the natural history of GCT is important. The aim of this study is to
investigate the expression of CD90 in this tumor and to explore its relation with cell
proliferation and migration. CD90 expression was accessed in primary tumor
samples from 23 cases (10 samples from patients with metastasis and / or relapse
and 13 from patients without metastasis and / or relapse) and evaluated by
immunohistochemistry. Subsequently, it was classified from zero (absent) to three
(intense) considering the dispersion and the intensity of the marking in the
histological section, with variability in the expression without difference between the
groups (p = 0.595). Cellular expression of CD90 was evaluated in cells isolated from
the tumor tissue of three patients by flow cytometry. In these 37.3% of the cells were
CD90 +. Then, we performed the analysis of CD90 expression in primary cells and
observed a percentage of 93% to 99% of CD90 + cells. In order to investigate its
function in TCG, we evaluated the effect of silencing on the migration and
proliferation of primary culture cells and as a result we obtained a significant
reduction in expression of this molecule between days 7 and 12 after transfection (p
<0.0001), With the return of the expression happening around the 14th day after
electroporation. To evaluate the functionality of CD90 in TCG cells, cell migration and
proliferation analysis assays were performed. In the SCR condition, a migration rate
of 85.4% was observed, and in the condition that CD90 was silenced, there was a
reduction in migration to 61.9%. The proliferative activity was analyzed by
immunocytochemistry for Ki67. The mean number of Ki67 cells in the control, SCR
and CD90 SiRNA conditions was 18.23 = 3.3, 12.21 + 3.8 and 15.82 + 2.0,
respectively (Value p = 0.412), indicating That silencing does not interfere with cell
proliferation. Therefore, primary tumor tissue and GCT recurrence express CD90
(Thy-1), but unrelated to the occurrence of recurrence. In vitro, isolated cells also
show expression of this molecule that is related to cell migration.

Keywords: Giant cell tumor of bone, GCT, CD90, stromal cell, stem cell.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicéo

O Tumor de Células Gigantes (TCG) € uma neoplasia priméria do 0osso que se
desenvolve na epifise dos o0ssos longos, caracterizada por alto potencial de
agressividade local que resulta em extensa destruicdo 6ssea (CAMPANACCI et al.,
1987). Classicamente o TCG se caracteriza pela proliferacdo de células
mononucleares e células gigantes do tipo osteoclastos (ATHANASOU et al., 2013).
Apesar de ser classificado como uma neoplasia 6ssea benigna, o TCG tem um
curso clinico imprevisivel que ndo guarda relagcdo nem com o aspecto radioldgico
nem com as caracteristicas histopatoldgicas (JAFFE et al., 1940; CAMPANACCI et

al., 1987; MASUI et al., 1998).

1.2 Epidemiologia

O TCG corresponde a 5% dos tumores 06sseos primarios do 0sso e a
aproximadamente 20% de todos os tumores 6sseos benignos (UNI e INWARDS,
2010; ATHANASOU et al., 2013). Esta doenga acomete principalmente individuos
entre 20 e 40 anos de idade sendo ligeiramente mais frequente no género feminino
(COMPERE, 1953; MCDONALD et al., 1986; SCHAJOWICZ, 2000; OLIVEIRA et al.,
2016).

O principal local de ocorréncia do TCG é na articulagédo do joelho, acometendo
principalmente o fémur distal (21,3%), a tibia proximal (24%), seguida pelo radio

distal (9,15%), fémur proximal (4,3%), tibia distal (3%) e sacro (4,34%)
11



(AMANATULLAH et al., 2014). As epifises dos ossos longos sédo as regides
acometidas, podendo ocorrer invasdo para 0 compartimento intra-articular
(COMPERE, 1953; GOLDENBERG et al., 1970; SZENDROI, 2004; AMANATULLAH
et al., 2014).

O TCG é raro em criancas e jovens em crescimento e, nesta faixa etéria, as
lesGes se localizam na regido metafisaria da tibia (MORGAN, 1999). Raramente o
TCG é multifocal e a transformacédo sarcomatosa espontanea (BRIEN et al.,1997)
pode ocorrer, particularmente apos radiacdo (BORIANI et al., 1986). Cerca de 2 a
5% dos pacientes desenvolvem metastases pulmonares, caracterizadas por
implantes pulmonares histologicamente benignos, que se desenvolvem por
disseminacdo hematogénica a partir da invasdo vascular local (BERTONI et

al.,1988; SIEBENROCK et al., 1998; DOMINKUS et al., 2006).

1.3 Investigacao diagnostica

1.3.1 Caracteristicas clinicas

O quadro clinico do TCG é semelhante ao dos demais tumores 6sseos: dor e
aumento de volume local (ndo necessariamente ocorrendo nos primeiros momentos
da sintomatologia), restricdo do arco de movimento e derrame articular ou dor
relacionada com o movimento (SZENDROI, 2004; AMANATULLAH et al., 2014). As
tendinopatias devem ser consideradas no diagndstico diferencial das lesdes
localizadas no radio distal, principalmente na fase inicial de evolucdo do tumor

(ATHANASOU et al., 2013).
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1.3.2 Exames de imagem

Diante da suspeita clinica, a investigacdo diagnostica consta de exames de
imagem como radiografias simples, tomografia computadorizada e ressonancia
magnética (RM). O aspecto radiografico classico € de uma lesdo epifiséria
excéntrica, litica, sem halo de esclerose ou trabeculacdo, com uma pequena zona
de transicdo mal definida e sem evidencias de calcificagdo (SKUBITZ, 2014)
(GOLDENBERG et al., 1970).

A imagem do TCG na tomografia computadorizada (TC) é caracterizada por
apresentar densidade entre 20-70 unidades Hounsfield. As lesBes osteoliticas
radiotransparentes com densidade menor do que 20 unidades Hounsfield
geralmente correspondem a cisto 0sseo aneurismatico (SZENDROI, 2004). A
tomografia computadorizada do térax também é utilizada para investigar a presenca
de metéstases pulmonares (SCHAJOWICZ, 2000; VAN DER HEIJDEN et al., 2014).
Em geral as caracteristicas do TCG na RM séo inespecificas. Entretanto ela é
utilizada para definir o acometimento das partes moles circunjacentes e do feixe
neurovascular. A imagem do TCG na RM possui um sinal baixo a intermediario nas
sequéncias ponderadas em T1 e um sinal intermediario a alto nas sequéncias
ponderadas em T2. A RM também pode ser util para evidenciar niveis liquidos,
presentes em 20% dos pacientes que apresentam associacdo com cisto 0sseo

aneurismatico (AOKI, 1996).

13



1.3.3 Biopsia

A bidpsia para confirmacédo diagnostica do TCG pode ser cirdrgica (incisional
ou excisional) (Figura 1-1) ou percutanea, por aspiracao ou por trocater (Figura 1-2).
Independente do método utilizado durante a sua realizacéo, o trajeto da bidpsia deve
ser considerado contaminado e, portanto, posteriormente, no tratamento cirdrgico,

deve ser ressecado em bloco com o tumor (HECK, 2006).

Figura 1-1 Bidpsia incisional de Tumor de Células Gigantes do Osso. (A) Tumoracao no
dorso da méo esquerda acometendo metacarpo. (B) Biopsia incisional de tumoracao no
dorso da mao esquerda. Arquivo pessoal.

14



Figura 1-2 Instrumental utilizado para realizar bidépsia fechada com agulha. Agulha de
Jamishidi com diametro interno de 8mm. Arquivo pessoal.

Apesar das biopsias incisionais terem maior potencial de complicacdes o
procedimento permite coletar maior quantidade de tecido tumoral, reduzindo o risco
das bidpsias ndo serem representativas da lesdo. Além disso, maiores amostras
tumorais permitem realizar investigagbes diagndsticas adicionais como, por
exemplo, a citogenética (HECK, 2006). A bidpsia por trocater, quando realizada por
cirurgido experiente pode proporcionar até 90% de precisdo no diagndstico

(COMPERE, 1953; SCHAJOWICZ, 2000).

1.3.4 Aspectos anatomopatoldgicos

O aspecto macroscopico do TCG é de uma lesao solida, localizada na regiao

epifisaria dos o0ssos longos com areas de coloracdo acastanhada e zonas

15



hemorragicas avermelhadas (KLENKE et al., 2011; ATHANASOU et al., 2013). Em
20% dos pacientes sdo observadas areas cisticas que podem representar
associacdo com cisto 0sseo aneurismatico. A presenca de focos de tecido de
coloracdo amarelada correspondem a alteracdes xantomatosas. A producdo de 0sso
reacional é rara (KLENKE et al., 2011; ATHANASOU et al.,, 2013). Nas lesdes
maiores e mais avancadas sao frequentes zonas extensas de necrose
representadas por cavidades cisticas contendo tecido acastanhado amolecido e
focos de hemorragia. Nesses casos, em geral a cortical esta comprometida
resultando em comprometimento tumoral dos tecidos circunjacentes

(GOLDENBERG et al., 1970) (Figura 1-3).

Figura 1-3 Aspecto macroscépico do TCG. Massa tumoral localizada na epifise distal do
fémur, de coloragdo acastanhada, com areas cisticas e hemorragicas (*). O limite proximal
da lesédo é impreciso e o0 comprometimento da cortical medial e lateral resultou em extensao
tumoral para as partes moles circunjacentes (setas). Arquivo pessoal.

16



A principal caracteristica histologica do TCG sao as células gigantes
multinucleadas, presentes em grande numero e distribuidas uniformemente entre
células estromais fusiformes e células mononucleares (ATHANASOU et al., 2013;

COWAN e SINGH, 2013) (Figura 1-4).

Figura 1-4 Aspecto histologico classico do TCG. As células gigantes sdo volumosas,
possuem muitos nacleos (setas) e estdo distribuidas entre células estromais (cabecas de
seta). Arquivo pessoal.

Morfologicamente as células gigantes se assemelham aos osteoclastos,
possuindo citoplasma eosinofilico e nucleos vesiculosos com nucléolo proeminente.
As células do componente mononuclear sdo fusiformes, ovais ou arredondadas. O
nucleo da maioria dessas células tem cromatina frouxa e contém um ou dois
pequenos nucléolos evidentes. Essas caracteristicas nucleares se assemelham as
caracteristicas dos nucleos dos macrofagos e sédo similares aquelas das células
gigantes do tipo osteoclastico (SCHAJOWICZ, 2000; ATHANASOU et al., 2013). O
guadro histolégico se completa com uma populacdo de células estromais
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mononucleares com citoplasma mal definido e células fusiformes com nucléolo
evidente. Essas células apresentam alta atividade mitotica. O estroma tumoral é
bem vascularizado, podendo conter septos de tecido conjuntivo fibroso. Sao

frequentes areas de hemorragia recentes e antigas relacionadas com depdsitos de
hemosiderina (SCHAJOWICZ, 2000; ATHANASOU et al., 2013). Em tumores com
comportamento biolégico mais agressivo, quando ha comprometimento de partes
moles adjacentes ou metastase pulmonar, as caracteristicas histoldégicas sé&o

idénticas as da leséo primaria (CAMPANACCI et al., 1987).

1.3.5 Classificagdo do TCG

O primeiro sistema de gradacéo histolégica do TCG foi descrito por Jaffe e
colaboradores em 1940. Este sistema se baseava na correlacéo entre o curso e a
evolucéo clinica. Pela falta de correspondéncia dessa correlacdo o sistema acabou
sendo abandonado. Alguns anos depois, Enneking propds uma classificacdo para os
tumores benignos e malignos dos ossos e de partes moles, incluindo o TCG,
baseada nas caracteristicas clinicas, radiograficas e anatomopatologicas
(ENNEKING, 1986). Esta classificacdo, ilustrada na Tabela 1-1, estratifica os
estagios dos tumores 0sseos benignos e malignos em trés categorias. A primeira é
baseada no grau histologico da lesdo, sendo considerado grau 0 (GO) as lesdes
benignas; grau 1 (G1) as lesbes com baixo grau de malignidade ou de malignidade
intermediaria e grau 2 (G2) as lesGes com alto grau de malignidade identificadas por
anaplasia celular e pela presenca de mitoses atipicas. A segunda parte resulta dos

achados da avaliacdo dos exames de imagem (radiografia simples, tomografia e
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ressonancia) e é determinada pela extensédo da doenca sendo considerado como TO
as lesdes benignas confinadas em um compartimento; T1 lesdes benignas/malignas
confinas em um compartimento e T2 ledes benignas/malignas que ultrapassam o
compartimento anatémico de origem. A terceira parte distingue as lesdes sem (MO0)
ou com (M1) metastases.

Tabela 1-1 Classificacdo dos estagios clinicos dos tumores 6sseos segundo Enneking,
(1986).

Latente GO T0 MO

LESOES BENIGNAS Ativa GO TO MO
Agressiva GO T1/2 MO/1

IA Gl TO MO

IB Gl T1 MO

LESOES MALIGNAS A G2 T1 MO
11B G2 T2 MO

Il (metastatico) G1/G2 TO0/1/2 M1

A classificacdo de Campanacci descrita em 1987 se baseia no aspecto
radiografico da lesdo e tem importante papel na avaliagdo do risco de recidiva e
para a programacao cirurgica. Nesta classificagcdo, os tumores sdo categorizados
como Grau |, quando possuem margens bem definidas, cortical intacta ou levemente
afinada, porém sem deformidade; em Grau I, quando o tumor apresenta margens
relativamente bem definidas, cortical insuflada porém integra; e Grau lll, quando o
tumor apresenta bordos imprecisos, sugerindo crescimento rapido e permeativo,

com invasao das partes moles adjacentes (Figura 1-5).

19



Figura 1-5 Classificagdo de Campanacci do Tumor de Células Gigantes do Osso. (A) Grau |,
caracterizado por tumor com margens bem definidas e com a cortical intacta levemente
adelgacada, porém sem deformacdo. (B) Grau Il, caracterizado por tumor com margens
relativamente bem definidas com expansédo da cortical que, contudo, permanece integra.
(C) Grau lll representado por tumor com bordas imprecisas, sugerindo crescimento rapido e
permeativo, com ruptura da cortical e invasdo das partes moles circunjacentes. Arquivo
pessoal.

1.3.6 Tratamento do TCG

O tratamento do TCG é fundamentalmente cirargico e baseado nas
caracteristicas da lesdo de acordo com a classificacdo de Campanacci (Tabela 1-1).
Na pratica clinica, a escolha do procedimento cirargico depende das caracteristicas
da leséo, particularmente aquelas que sugerem agressividade local como ruptura da
cortical e comprometimento das partes moles adjacentes, que influenciam nos
indices de recidiva. O tratamento do TCG com curetagem e enxertia 6ssea cursa
com indices de recidiva local de 27-65% (CAMPANACCI et al., 1987, BALKE et al.,
2008), curetagem associada com adjuvantes como nitrogénio liquido,
eletrocauterizacdo, fenol, argbnio e metilmetacrilato apresenta taxas de recidiva

entre 12-27% (BALKE et al., 2008; BECKER et al., 2008; KIVIOJA et al., 2008), e a
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resseccdo em bloco da lesao tumoral entre 0-12% (BALKE et al., 2008; ERRANI et
al., 2010). Alguns autores consideram que a destruicéo cortical, 0 comprometimento
das partes moles circunjacentes ao tumor, a ocorréncia de fratura patoldgica, faixa
etaria baixa e localizacdo da leséo no radio distal sdo fatores de risco para recidiva
local (O'DONNELL et al., 1994; PROSSER et al., 2005; BECKER et al., 2008;
BALKE et al., 2008; KIVIOJA et al., 2008; ERRANI et al., 2010; KLENKE et al.,
2011). Contudo, essas associacfes nao foram confirmadas em outros estudos
(TRIEB et al., 2001; TURCOTTE et al., 2002; SAIZ et al., 2004).

As lesdes grandes localizadas na articulacdo do joelho sdo tratadas com
resseccdo ampla e reconstrucdo com endoprétese nao convencional, com
alongamento 6sseo ou com transplante de fibula (Figura 1-6). Quando ha o
acometimento neuromuscular com a impossibilidade de manutencdo de margem
oncologica, é indicada a resseccao radical, como a amputacdo (LARSSON et al.,
1975; SCHAJOWICZ, 2000; BALKE et al.,, 2010; SKUBITZ, 2014). As opcdes de
tratamento sdo mais limitadas e as taxas de recidiva sdo maiores quando a
neoplasia surge em um local de dificil acesso cirargico como a coluna e o0 sacro
(BLACKLEY et al.,1999; MALEK et al., 2006; BALKE et al., 2008). Na presenca de
lesGes metastéaticas, o tratamento mais efetivo € a resseccdo do segmento ou do
nodulo pulmonar. As lesbes de dificil acesso cirargico, que ndo sdo passiveis de
resseccdo, podem ser tratadas com radioterapia e/ou quimioterapia (SKUBITZ,
2014). A doenca metastatica também pode ser controlada através do tratamento
com Denosumab, um anticorpo monoclonal anti-RANKL com propriedades anti-

reabsortivas (BALKE et al., 2010).
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Figura 1-6 Tratamento do Tumor de Células Gigantes do Osso. As margens cirlrgicas sao
realizadas em funcdo do tamanho da massa tumoral. (A) Resseccao intralesional com
curetagem do radio distal com cimentacdo. (B) Ressec¢cdo ampla sem reconstrucdo do terco
proximal da fibula. (C) Ressecc¢do ampla com ressecc¢éo do fémur distal e reconstrugdo com
endoprétese nao convencional. Arquivo pessoal.

1.4 Patogénese do TCG

Fisiologicamente, a regulacdo da atividade osteoblastica e osteoclastica
garante o equilibrio entre a sintese e a reabsorcdo da matriz 6ssea atravées de
processo denominado de remodelamento Osseo. Nesse processo, a via de
sinalizacdo de RANK (receptor do fator de ativacéo nuclear kappa B), do ligante de
RANK (RANKL) e da molécula reguladora da  atividade de RANKL, a
osteoprotegerina (OPG), atuam de forma sincronica na regulacao da diferenciagcao
dos precursores osteoclasticos, na ativacdo dos osteoclastos e na inducdo da
reabsorcdo éssea. Os osteoclastos sdo derivados de células progenitoras do
sistema hematopoiético e a sua ativacdo e diferenciacdo é induzida pela ligacao do

RANKL ao RANK, que culmina com a reabsorcdo 6ssea (DUFRESNE et al., 2012).
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As células estromais representam o componente proliferativo tumoral do TCG e
por isso estdo diretamente relacionadas com a sua patogénese (KIM, 2012). Essas
células secretam varias citocinas, entre elas a proteina quimiotatica de mondcitos 1
(MCP-1) que promove o recrutamento dos mondcitos e estimulam sua migracéo
para o tecido tumoral. Com a migracdo, os mondcitos se fundem dando origem as
células gigantes multinucleadas tipo osteoclastos (KIM, 2012; SINGH et al., 2015).
Esses mondcitos expressam em sua superficie RANK que se liga a RANKL na
superficie da célula estromal do TCG. Dessa forma, ha a ativacao e diferenciacéao
osteoclastica levando ao aumento da reabsorcdo O0ssea e consequente ostedlise

(SINGH et al., 2015; WU et al., 2015) (Figura 1-7).
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Figura 1-7 Imagem esquematica da patogénese do Tumor de células gigantes do osso.. A
célula estromal maligna produz fatores que promovem o recrutamento, proliferacdo e fusdo
de mondcitos, induzindo a formacgdo da célula gigante multinucleada. A ligacdo do RANKL
expresso na superficie celular da célula estromal maligna ao seu receptor RANK expresso
pela célula gigante induz a reabsorcao 6ssea. SDF-1 - fator derivado de célula estromal 1 ;
MCP-1 — proteina quimiotatica de mondcitos ; VEGF — fator de crescimento do endotélio
vascular ; RANKL — ligante do receptor do fatro de ativacdo nuclear kappa B ; M-CSF — fator
de estimulacdo de colénias de macrofagos ; OPG — osteoprotegerina ; RANK — receptor do
fator de ativacdo nuclear kappa B ; TRAP — fosfatase acida resistente ao tartarato; V-
ATPASE — ATPase vacuolar (Adaptada de SINGH et al., 2015).

1.5 Aspectos celulares e moleculares do TCG

Os trés componentes celulares do TCG séo a célula estromal mesenquimal
tipo fibroblasto, a célula mononuclear de linhagem mieldide e a célula gigante
multinucleada tipo osteoclasto (STEENSMA et al., 2013). A célula estromal possui
caracteristicas como alto potencial proliferativo, sobrevivéncia em sistemas in vitro
mesmo apos diversas passagens e capacidade de induzir a formacédo tumoral

quando implantadas em camundongos imunocomprometidos, confirmando seu
24



potencial neoplasico (JOYNER et al., 1992; ZHOU Z et al., 2016). Esse tipo celular,
possui importante funcédo no recrutamento de células tumorais de linhagem mieloide
e na formacao de células gigantes tipo osteoclastos (GHERT et al., 2007; COWAN e
SINGH, 2013).

Apesar dos aspectos moleculares do TCG ndo estarem totalmente
esclarecidos, a expressao de alguns marcadores mostra intima associacdo com 0sS
componentes tumorais. A expressao da metaloproteinase 9 (MMP-9), enzima
proteolitica de matriz extracelular da familia das metaloproteinases, esta associada
com a capacidade de invasdo da célula estromal e pode estar relacionada com a
agressividade local, com o desenvolvimento de metastase e com a progressao
clinica do TCG (ZHOU X et al., 2016; ZHOU Z et al., 2016). A expressado de Anexina
A2 (proteina de ligacdo a membrana regulada por calcio) pode estar diretamente
relacionada com a invaséo tumoral e o desenvolvimento de metastase através dos
ligantes t-PA (ativador do plasminogénio tecidual) e PLG (plasminogénio), levando a
degradacéo da matriz extracelular e a ativacdo de alguns tipos de metaloproteinases
(ZHOU X et al., 2016). O RANKL € produzido pela célula tumoral estromal e esta
relacionado com a osteoclastogénese e destruicdo 6ssea (WERNER, 2006; ZHOU
Z et al., 2016). A osteoprotegerina, um antagonista do RANKL, também € expressa
pelos trés tipos celulares do TCG (WERNER, 2006). A marcacédo positiva para o
CD68 confirma a origem monocitaria das células mononucleares e das células
gigantes (WERNER, 2006) e a positividade para CD105 e CD73 identifica os
diversos estagios da célula tronco tumoral presentes no compartimento estromal do

TCG (WULLING, 2003). O SDF-1 (fator derivado de célula estromal), que atua na
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osteoclastogénese em estado fisiolégico, € expresso pela célula estromal do TCG
(LIAO et al., 2005).

As células gigantes do TCG tém imunofendtipo tipico dos osteoclastos,
expressando 0 receptor da vitronectina (CD51), (RANK) e receptores de
macrofagos, incluindo CD45, CD33 e CD68, e sdo negativas para CD14, CD163 ou
HLA-DR. As células gigantes também expressam a catepsina K e fosfatase acida

resistente ao tartarato (TRAP) (COWAN e SINGH, 2013).

1.6 CD90

O CD90, também conhecido como Thy-1, € uma glicoproteina ancorada a
membrana plasmatica através de glicofosfatidilinositol (GPI) que esta envolvida na
interacdo célula-célula e célula-matriz. Ele foi inicialmente detectado como um
antigeno expresso predominantemente nas células cerebrais e do timo de ratos
(KUMAR et al., 2016). Posteriormente, foi descrito nos timaocitos, células T,
neurbnios, células-tronco hematopoiéticas, células-tronco tumorais, células
endoteliais e fibroblastos (CRAIG, 1993; HAERYFAR, 2004). A alta expressao do
CD90 também foi identificada nas células mesenquimais estromais (MORAES et al.,
2016).

A funcdo do CD90 varia de acordo com o tipo celular, com o tecido e com a
espécie onde ele é expresso, indicando que a sua funcéo biolégica depende do
contexto em que ele se encontra (LEYTON e HAGOOD, 2014). A expresséo de
CD90 na superficie de fibroblastos regula a adeséo, a organizacdo do citoesqueleto

e a migragdo celular através da ativagcdo da via de sinalizagdo RhoGTPase
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(BARKER et al., 2004). As populacdes de fibroblastos positivas ou negativas para
CD90 diferem em relacdo a proliferacdo induzida por isoformas do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF, do inglés platelet-derived growth factor).
Os autores demonstraram que as populacfes proliferam na mesma taxa mediante
estimulo com PDGF-BB, mas o PDGF-AA estimula apenas a proliferacéo de células
CD90 negativas. Essa atividade diferencial foi correlacionada com a maior
expressao do receptor PDGF-alfa nas células CD90 negativas (HAGOOD et al.,
1999). Por outro lado, nas células endoteliais da membrana coroide, a transfeccéo
com siRNA de CD90 reduz a migracdo e a proliferacdo induzidas por fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth

factor) (BARKER et al., 2004).

1.6.1 Expresséo de CD90 em neoplasias

A expressao do CD90 em lesBes tumorais pode estar relacionada tanto com a
sua proliferacdo e disseminacdo quanto com a inibicdo da invasdo tumoral e do
crescimento neoplasico (PASCAL et al., 2011; LOBBA et al., 2012; KUMAR et al.,
2016).

Nos hepatocarcinomas, o percentual de células CD90" esta elevado quando
comparado com o percentual desse tipo celular em figados normais ou cirréticos
(YANG et al., 2008). Estes autores isolaram células tumorais CD90" do sangue
periférico de pacientes com hepatocarcinoma e inocularam em camundongos
imunossuprimidos. Todos os animais desenvolveram hepatocarcinoma com alto

potencial metastatico para os pulmdes. Além disso, demonstraram que uma
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pequena quantidade de células CD90", mas nédo as células CD90", sdo suficientes
para promover a indugcdo tumoral em camundongos imunossuprimidos,
demonstrando, portanto, o potencial tumorigénico dessas células.

A expressdo de CD90 foi observada em 2,5%-10% das células isoladas de
pacientes com carcinoma escamoso de esodfago. As células CD90" apresentaram
maior capacidade tumorigénica, maior resisténcia a quimioterapia, maior capacidade
de renovacdo e de diferenciacdo e apresentaram maior potencial metastatico. Os
autores também mostraram o valor progndéstico dessa molécula, uma vez que a
expressao se correlacionou com a ocorréncia de metastase linfonodal e historia
familiar positiva para a neoplasia (TANG et al., 2013).

Em um estudo com 175 pacientes com cancer de pulmao, a super expressao
de CD90 na superficie celular se correlacionou negativamente com a sobrevida
(KUMAR et al., 2016 apud CHEN et al., 2005). Em outro estudo, também em céancer
de pulméo, foi observada a correlacéo entre a expressao de CD90 e a presenca de
células-tronco tumorais (YAN et al., 2013).

Nos gliomas de alto grau (graus Ill e V) foi encontrada maior expressao de
CD 90 ao contréario do observado em tecido cerebral normal e tumores de baixo grau
(graus | e Il) que ndo expressam CD90 (HE et al., 2012). A variacao na expressao
dessa molécula também foi observada nas leucemias de uma forma geral (KOZII et
al., 1997).

Com relacdo ao potencial metastatico, no cancer de mama a expressao de
CD90 é descrita em linhagens tumorais com essa caracteristica, mesmo nos casos
raros de cancer de mama em homens (DONNENBERG et al., 2010; JOHANSSON

et al., 2013).
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A associacdo entre CD90 e potencial metastatico também foi demonstrada no
melanoma, onde a expressdao aumentada de CD90 foi identificada na célula
endotelial linfatica e vascular. Nas células do melanoma, ha a expressdo de um
ligante do Thy-1, que media a adesdo celular da célula tumoral com o endotélio
microvascular, cujas células expressam Thy-1, sugerindo a relagcdo com o potencial
metastatico e invasor desse tumor (REGE et al., 2006). Nesse tipo de tumor, foi
observada diminuicdo na ocorréncia de metastase pulmonar em camundongos com
deficiéncia de CD90 (SCHUBERT et al., 2013). Da mesma forma, a expressao de
CD90 foi correlacionada ao potencial metastatico do adenocarcinoma pancreético
(ZHU et al., 2014).

A expressdo de CD90 também esta relacionada com a inibicdo tumoral. Essa
associacao foi primeiramente descrita no cancer de ovario, no qual foi demonstrado
que a super expressao de CD90 promoveu aumento na expressdo de moléculas
anti-tumorais como a fibronectina e a trombospondina, resultando em supressao do
crescimento tumoral (ABEYSINGHE et al., 2003).

De forma similar, um estudo que avaliou por microarray a expressao
diferencial de 19.000 genes alvo entre células tumorais e ndo tumorais de carcinoma
de nasofaringe, elegeu o Thyl como um importante alvo nas células tumorais. Os
autores demonstraram também que em células transfectadas com Thy-1 ocorreu
reducdo de 90% da capacidade de formacdo de colénias (LUNG et al., 2005). A
perda do potencial tumorigénico durante a super expressao de CD90 foi atribuida a
parada no ciclo celular em GO/G1 (FIEGEL et al., 2008).

O potencial de inibicdo do CD90 também foi comprovado em criangcas com

neuroblastoma, nas quais a menor expressao de CD90 se associou com menor
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sobrevida. A expressdao de CD90 foi observada em todos os graus de
neuroblastomas (I, Il, Ill) sendo que nas amostras tumorais negativas para CD90, a
taxa de recidiva e de mortalidade foi maior. Esses achados confirmam o papel

supressor do CD90 no neuroblastoma (FIEGEL et al., 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer é uma doenca extremamente complexa e apesar dos inUmeros
estudos acerca desta doenca, muitos aspectos da progressdo tumoral ainda séo
pouco compreendidos. Além disso, por se tratar de uma doenca heterogénea,
muitos dos mecanismos envolvidos na patogénese tumoral podem variar entre os

diferentes subtipos de tumor.

Estudos recentes apontam a proteina de superficie CD90 como uma molécula
importante no processo de oncogénese, participando e regulando diversas etapas
da progressao tumoral. Esta molécula tem sido amplamente estudada em tumores
de péancreas, prostata, gliomas, figado, esdfago entre outros; entretanto, ndo ha
relatos na literatura que investiguem seu papel no TCG. Nesse contexto, apesar da
complexidade da funcdo do CD90, a compreensdo do papel desta molécula na
histéria natural do TCG, além de ser de relevante para um melhor entendimento do
curso desta doenca, poderd, futuramente, constituir uma ferramenta para avaliagéo
prognéstica, acompanhamento clinico, além de ser um alvo em potencial para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Investigar a expressdo de CD90 no Tumor de Células Gigantes do Osso e

explorar sua relagédo com a proliferacéo e migracéao celular.

3.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar a expressdo de CD90 em amostras primarias de tecido tumoral de
pacientes com TCG;

2) lIsolar e cultivar células provenientes de amostras frescas de tecido
tumoral de pacientes diagnosticados com TCG;

3) Quantificar a expressdo de CD90 nas células priméarias isoladas de TCG;

4) Avaliar o efeito do silenciamento do CD90 na proliferacdo e migracao de

culturas primarias de TCG.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Pacientes

O estudo foi dividido em duas fases. Na primeira, foi avaliada a expressao de
CD90 no tecido tumoral dos pacientes portadores de TCG atendidos no Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) entre 2000 e 2013. No
estudo do nosso grupo intitulado “Recidiva do Tumor Osseo de Células Gigantes:
fatores de risco e incidéncia” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob
0 numero 27882414.1.0000.5273, foram identificados 26 pacientes que
apresentaram metastase e/ou recidiva e 129 pacientes sem metastase ou recidiva
no referido periodo (Oliveira et al., 2015). A partir desse levantamento, foram
acessadas amostras do tumor primario ou provenientes da cirurgia de resseccéo da
recidiva (emblocadas em parafina) de 23 casos. O material foi obtido na Unidade de
Anatomia Patolégica do INTO (UANATO/INTO) e utilizado para os ensaios de

imunohistoquimica.

A segunda fase do projeto incluiu pacientes com TCG, atendidos no Centro de
Oncologia Ortopédica (CONCO/INTO) a partir de setembro de 2014. Este estudo,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o namero
37306114.3.0000.5273 (Anexo A), contemplou a coleta de amostras tumorais de
pacientes com TCG e o0 estabelecimento de culturas primarias a partir deste

material.

O critério de inclusdo foi o diagnostico confirmado de TCG por exames
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radioldgico e histopatologico. Apds ser esclarecido sobre a pesquisa, o voluntario foi
incluido no projeto mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo B). As amostras foram entdo coletadas ap0s resseccao
tumoral realizada no centro cirdrgico do INTO durante o procedimento cirdrgico para
diagnéstico ou tratamento dos pacientes. As amostras foram encaminhadas para

processamento no Centro de Tecnologia Celular (CTC/INTO).

4.2 Imunohistoquimica

O ensaio de imunohistoquimica foi realizado em parceria com o Laboratorio
de Apoio em Patologia Cirurgica (APC Laboratério, Sdo Paulo, SP). Os cortes
histologicos foram submetidos a desparafinizagdo em xilol 100%, seguida de
hidratacdo em banhos de alcool, sendo os dois primeiros banhos em alcool 100%, o
terceiro em alcool 90% e o quarto banho em alcool 70%. Em seguida, as laminas
foram incubadas por 10 minutos em agua destilada. A recuperacdo antigénica foi
realizada com solucéo de citrato de s6dio 10mM, pH 6,0. Os cortes foram incubados
em solucdo Triton X-100/TBS (Tris buffered saline) 0,5%, durante 5 minutos e
lavados com TBS. A inibicdo da peroxidase foi feita com a adicdo de Peroxido de
Hidrogénio 5% do Kit DAB Detection AR155 (Dako) por 5 minutos, seguida de
lavagens com TBS. Para o bloqueio da peroxidase foi utilizada solucdo de Albumina
Bovina Sérica (BSA) a 2,5%. Apés o bloqueio, foi feita a incubagdo com o anticorpo
primario anti-CD90 (Abcam) diluido em BSA por 12 horas a 4°C, protegido da luz.
Posteriormente, foi utilizado o anticorpo secundario presente no Kit Biotinylated Ig

(Dako) por 20 minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas com Streptavidin-
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HRP (Dako) por 20 minutos. Por fim, foi feita a reacdo com DAB. Para coloracéo de
fundo, foi utilizada a solucdo de hematoxilina e as laminas foram seladas com meio
de montagem Aquamount (Biomeda). As imagens foram obtidas no digitalizador de
laminas Aperio CS2 (LeicaBiosystems, Wetzlar, Alemanha) e analisadas no software

Image Scope.

4.3 Isolamento e manutencéo das células primarias

As amostras frescas de TCG foram lavadas com solucdo salina tamponada
(PBS) com 0,6% de glicose e os coagulos sanguineos e pequenos vasos foram
removidos com auxilio de uma pinca cirargica. Em seguida, a amostra foi
mecanicamente fragmentada e foi realizada a digestdo enzimatica com colagenase
tipo Il (Sigma) a 2,5% em meio de cultura DMEM (Dulbecco'smodifiedEaglemedium,
Gibco) acrescido de 0,5 mg/ml de antibiético/antimicético (PSA — Penicilina,
Estreptomicina e Anfotericina) durante 3 a 12 horas em estufa a 37°C / 5% CO,
(Figura 4-1). Apos o tempo de incubacéo, o material foi fragmentado novamente e a
suspensdao resultante centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. A massa celular foi
tratada com 2 mL de tampdao de lise de hemacias gelado (ACK Lysing Buffer, Gibco),
incubada em gelo por 2 a 3 minutos e lavada com 12mL de PBS gelado. Por fim, a
massa celular foi filtrada em membrana com poro de 70 um (Cellstrainer, BD
Biosciences) e plaqueada em garrafas para cultivo de células. O isolamento foi
acompanhado duas vezes por semana atraves de observacdo em microscopio Nikon
Eclipse TS100 até que a cultura entrasse em confluéncia. As células em cultura

foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO.,.
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Figura 4-1 Etapas iniciais do processamento de amostra de Tumor de Células Gigantes do
Osso realizado no Centro de Tecnhologia Celular do Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia. (A) Aspecto da amostra antes do processamento. (B) Lavagem com solucdo
salina e remocdo de coagulos sanguineos e pequenos vasos com auxilio de uma pinga
cirirgica seguida de fragmentacdo mecanica com tesoura. (C) Digestdo enzimética com
colagenase tipo Il a 2,5% (Sigma). Fonte: FIGUEIREDO, 2017.

4.4 Imunocitoquimica

As células de TCG (5x 10%) foram plaqueadas em laminulas de vidro de 13mm,
previamente tratadas com fibronectina (sc-29011, Santa Cruz), e mantidas por 24 h
em estufa a 37°C / 5% CO2. Apoés esta incubacdo, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 15 minutos a temperatura ambiente, lavadas trés vezes
com PBS e entdo incubadas com Triton (Sigma)0,2% por 10 minutos.
Posteriormente, as células foram incubadas com tampéo de bloqueio (PBS contendo
5% de BSA) por 1 hora e entdo incubadas com o anticorpo primario anti-ki67 na
diluicdo de 1:200 (550609, BD Biosciences) por 12 horas a 4°C. Em seguida, as
células foram novamente lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo
secundario conjugado ao fluorocromo AlexaFluor® 555 na diluicdo de 1:200
(A21427, Invitrogen-Molecular Probes) por 1 hora a temperatura ambiente protegido
da luz. Apés a incubacdo, as laminulas foram novamente lavadas com PBS e

incubadas com 50 ng de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, Santa Cruz) por 15
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minutos. Por fim, as laminulas foram dispostas em laminas com solucdo de
montagem Fluoromount TM (Sigma) e visualizadas em microscoépio

de fluorescéncia (Y-FL 077489, Nikon).

4.5 Ensaio de migracao celular

Para o ensaio de migracao foram utilizados insertos com microporos de 8 um
de diametro, adaptaveis aos pocos da placa de 24 pocos (Greiner).
Aproximadamente 5x 10* células foram ressuspensas em 100 pl de meio DMEM F12
sem soro e adicionadas na parte superior dos insertos. Em cada poco da placa de
24 pocos foram adicionados 600ul de meio DMEM-F12 contendo 10% de SFB em
duplicata técnica. A placa, contendo os insertos, foi incubada em estufa a 37°C e 5%
de CO, por 24 horas. Ao final desta incubacao, os insertos foram fixados, lavados
com agua e corados com Panotico rapido (Laborclin) de acordo com as indicacdes
do fabricante. As células que permaneceram na face superior do inserto foram
gentilmente removidas com o auxilio de haste de algodao. A contagem das células
gue migraram foi realizada capturando imagens de quatro campos em cada inserto,
evitando a area periférica, em microscopio de contraste de fase (Nikon® TS100).
Para a leitura dos campos, o inserto foi colocado sobre uma lamina de vidro com o
desenho de uma cruz, que serviu de referéncia para delimitacdo dos quatro campos.
Ao final foi feita a média das quatro contagens e o resultado foi expresso em

percentual em relagéo a condicéo controle.
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4.6 Citometriade fluxo

As células aderentes foram destacadas com TrypLE (Gibco). Um total de
1x10° células foram lavadas em solucdo de PBS com 3% SFB e, em seguida,
incubadas por 30 minutos com 5L de anticorpo anti-CD90 conjugado com PerCP/cy
5.5 (BioLegend, 328118), 20uL de anti-CD45 conjugado com PerCP/cy 5.5
(BeckmanCoulter) e 10uL de anti-CD31 conjugado com AlexaFluor 488 (BioLegend,
303110). ApOs a incubagdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
centrifugadas por 5 min a 1500 rpm. As células foram ressuspendidas em 200 pl de
PBS analisadas no cittmetro BD Accuri C6® (BD Biosciences, San Jose, CA).

Foram adquiridos 20.000 eventos por condig&o.

4.7 Ensaio de Transfec¢é&o por Eletroporacéo

Os ensaios de eletroporacdo foram realizados no Laboratério de
Carcinogénese Molecular do Instituto Nacional do Cancer através da colaboragéo

com o Dr. Leonardo Chicaybam.

Trés sequéncias de siRNA (Stealth™ SelectRNAI) especificas para CD90
(HSS144274, HSS144275 e HSS144276), bem como uma sequéncia analoga
(StealthRNAI™ siRNA Negative Control Kit) com conteudo similar dos nucleotideos
citosina e guanina, porém ndo codificante chamada scrambled (SCR) foram
adquiridas (ThermoScientific). As sequencias liofilizadas foram mantidas a -20 °C
até o uso. A ressuspensao foi realizada com 1000uL da solucdo tampéao (10mM Tris-

HCI, pH 8,0, 20mM NaCl e 1mM de EDTA pH 8,0) (ThermoScientific). Foram
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preparadas aliquotas de trabalho de 20uM e entdo armazenadas a -20°C.

A partir da aliquota de trabalho, foram adicionados 2,5uL de cada solucédo (50
M) em 5x10° células ressuspendidas em 100pL de tamp&o de transfeccdo para
cada condig&o: controle negativo (apenas a solucao tampao), SCR e siRNA CD90 e
as células foram entdo submetidas a transfeccao por eletroporagdo com o programa
U23 no equipamento Nucleofector 2b. Apdés a eletroporagdo foram adicionados
1000uL de meio de cultura vagarosamente as células e em seguida as mesmas

foram semeadas em placas de seis pogos e mantidas em estufa 5% CQO, / 37°C.

4.8 Andlise estatistica

Os dados da avaliacdo imunohistoquimica foram categorizados em baixa e
leve expressdo (0 e 1) e em moderada e alta (2 e 3) e analisados como variaveis
qualitativas. Para a comparacéo da expressao entre os grupos clinicos foi utilizado o

Teste Qui quadrado.

Os dados numéricos obtidos nos ensaios de citometria de fluxo, migracéo e
proliferacdo celular foram expressos sob a forma de média + desvio padrdo. Para
comparacdes entre as condi¢cdes controle negativo, scrambled e SIRNA CD90 foi
realizada analise de variancia (ANOVA oneway) seguida de pés teste de Bonferroni.
O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo para as andlises de
expressdo de CD90 por citometria de fluxo e para os ensaios de migracédo e
proliferacdo celular foi considerado valor de p<0,1. As andlises estatisticas foram

feitas utilizando o software GraphPadPrism, Verséo 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Expresséo tissular de CD90 no Tumor de Células Gigantes do Osso

A expressao de CD90 nos cortes histologicos dos 23 casos analisados foi
avaliada através de imunohistoquimica. A expressao de CD90 foi classificada de
zero (ausente) a trés (intensa) considerando a dispersdo e a intensidade da
marcacdo no corte histolégico, seguindo critérios previamente estabelecidos
(SHOOSHTARIZADEH et al., 2016). Foram obtidos cortes histolégicos do tumor
primério de 13 pacientes que foram acompanhados por 100,8 meses e ndo foi
observado desenvolvimento de recidiva ou metastase (Grupo Primério). Os
pacientes dos quais foram obtidas amostras do tumor primario e que posteriormente
desenvolveram recidiva e/ou metastase (Grupo Primario — recidiva/mestatase, n=5)
foram acompanhados por 79,7 meses. E foram obtidas cinco amostras provenientes
da cirurgia de resseccéo da recidiva, cujo acompanhamento dos pacientes foi em
média de 110,5 meses (Grupo Recidiva). Os dados completos dos pacientes estdo
apresentados no Apéndice A. Foi observada variabilidade na expressao de CD90
entre os pacientes (Figura 5-1) sem diferenga entre os grupos (p=0,595) (Figura 5-

2).
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Figura 5-1 Expressdo de CD90 em tecido tumoral de pacientes com Tumor de Células
Gigantes do Osso. O tecido tumoral primario de pacientes sem (Primario) ou com o
desenvolvimento posterior de recidiva e/ou metastase (Primario — recidiva/metastase) e
tecido ressecado da recidiva tumoral. Avaliacdo da expressdo por imunohistoquimica.
Classificagdo de acordo com Shooshtarizadeh (2016) em 0- ausente, 1-leve, 2 - moderada e
3 —intensa. p=0,595, Teste Qui-quadrado.

5.2 Andlise da expressado de CD90 em células priméarias isoladas a partir de

amostras frescas de Tumor de Células Gigantes do Osso

Considerando o papel do CD90 em outros tumores e sua expressao em
amostras de tecido de TCG, foi realizada a coleta de amostras tumorais frescas,
provenientes de cirurgia para diagnéstico ou tratamento do TCG. As amostras de
trés pacientes (Tabela 5-1) foram coletadas e processadas para isolamento de
células primarias. Um paciente foi submetido a dois procedimentos cirdargicos e
foram coletadas duas amostras, denominadas, HeSi e HeLi. No protocolo de
isolamento utilizado, inicialmente foi realizada a marcacao das células recentemente
isoladas (passagem zero) a partir da amostra de um paciente. Nestas 37,3% das
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células foram CD90 positivas. Para o controle da contaminacdo de células da
linhagem hematopoética e células endoteliais foram utilizados os marcadores CD45
e CD31, respectivamente, ndo sendo observada marcacao significativa para nenhum
dos marcadores (Figura 5-3). Em seguida, realizamos a analise da expressao de
CD90 em células priméarias em primeira passagem e observamos percentual de 93%

a 99% de células CD90" (Figura 5-4).
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Tabela 5-1 Dados dos pacientes portadores de Tumor de Células Gigantes do Osso incluidos no estudo in vitro.

Parametro/ldentificacdo Paciente HeLi HeSi LuMa VacCri
Sexo Masculino Masculino Masculino Feminino
Topografia Fémur distal direito Fémur distal direito Fémur distal esq Tibia proximal esq
Tempo de evolugdo (meses) 4 6,5 6 12
Campanacci I I Il 1]
Recidiva (meses) N&o ha N&o ha N&o ha Nao ha
Abordagem cirrgica Biopsia Cur.etagem com Cur-etagem com Endopréte.se
cimentacgao cimentagao nao convencional
Metastase N&o ha N&o ha N&o ha N&o ha
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Figura 5-2 Células primarias do tumor de células gigantes do osso sdo CD90"CD31°CD45".
Andlise de citometria de fluxo das células primarias em passagem zero de uma amostra de
TCG. (A) Grafico representando side scatter (SSC) e forward scatter (FSC), com gate na
populacéo de interesse. (B) Expressao positiva de CD90 e negativa de (C) CD45 e de (D)
CD31.
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Figura 5-3 Células primarias do tumor de células gigantes do osso sdo CD90". Andlise de
citometria de fluxo das células primarias em primeira passagem de duas amostras (A) HeLi
e (B) HeSi SERTACAOde TCG. A primeira coluna do gréfico representa o side scatter (SSC)
e forward scatter (FSC) da populagéo de interesse. Na coluna da direta estao representados
os histogramas com as células de TCG nao marcadas (controle negativo) (linha azul) e as
células incubadas com o anticorpo anti-CD90 (linha vermelha).

45



5.3 Silenciamento do CD90 por eletroporagéo

Com intuito de investigar a fungdo do CD90 no TCG, avaliamos o efeito do
silenciamento dessa molécula sobre a migracao e proliferacéo das células da cultura
primaria. Para isso, as células do TCG em cultura foram transfectadas com siRNA
do CD90 ou com siRNA controle (SCR). Nesses ensaios foram utilizadas as células
HeSi e HeLi em quarta passagem, VaCri na sétima passagem e LuMa em oitava

passagem.

Para avaliar o silenciamento, as células transfectadas foram avaliadas
diariamente, por citometria de fluxo, quanto a expressdo de CD90. Como resultado
houve reducéao significativa na expressao desta molécula entre os dias 7 e 12 apods a
transfeccédo (p<0,0001), com o retorno da expressdo acontecendo por volta do dia
14 apébs a eletroporacdo. Entre os dias 7 e 12, foi observado que aproximadamente
95% das células do grupo siRNA CD90 nao apresentavam o CD90 na sua
superficie, enquanto no grupo SCR e no grupo C neg, esse percentual era
desprezivel. O valor médio de expressdao (x erro padrdo) no dia 9 apos
eletroporacéo nas condi¢cfes controle, SCR e siRNA CD90 foi de 97,0+1,2, 97,9+0,8

e 27,1+7,6 respectivamente (Figura 5-5).
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5.4 Efeito do silenciamento do CD90 com SiRNA no Tumor de Ceélulas

Gigantes do Osso

Para avaliar a funcionalidade do CD90 nas células de TCG, foram realizados

ensaios de migracédo celular e analise de proliferacéo.

O ensaio de migracao celular em transwell foi realizado com as quatro células
primarias provenientes dos trés pacientes em quatro experimentos independentes.
Os resultados foram expressos na forma de percentual em relacdo a condicéo
controle negativo, que foi considerado como 100%. Na condicdo SCR foi observada
taxa de migracdo de 85,4% e na condicdo em que o CD90 foi silenciado, houve

reducao significativa na taxa de migracéo para 61,9% (Figura 5-6).
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Figura 5-5 Efeito do silenciamento do CD90 sobre a migracéo de células primarias do Tumor
de Células Gigantes do Osso. Foi realizado ensaio de migracdo em transwell 9 dias apés
eletroporacao das células com (A) solucao tampéao (controle negativo), com a sequencia de
SiRNA anéloga - Scrambled (B) e SIRNA especifico para CD90 (C). Média e desvio padrdo
da quantificacdo da migracdo celular de quatro experimentos independentes com células
primarias provenientes de quatro pacientes (D). *Valor p<0,1 diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao controle negativo ao nivel de significancia de 90%, ANOVA com
pos teste de Bonferroni.

A atividade proliferativa foi analisada através de imunocitoquimica para Ki67,
um marcador de proliferacdo, em cinco experimentos independentes com células
primarias provenientes dos trés pacientes. As imagens foram observadas em
aumento de 100X e 200X. O numero médio (x erro padrao) de células Ki67 positivas
nas condicdes controle, SCR e SIRNA CD90 foi de 18,23+3,3, 12,21+38 e
15,82+2,0, respectivamente (Valor p = 0,412), indicando que o silenciamento n&o

interfere na proliferacédo celular (Figura 5-7).
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Figura 5-6 Efeito do silenciamento do CD90 sobre a proliferacdo de células primérias do
Tumor de Células Gigantes do Osso. Foi realizado ensaio de imunocitoquimica para Ki67 9
dias apés eletroporacdo das células com solucdo tampdo (Cneg), sequéncia de SiRNA
analoga (Scrambled) e SIRNA especifico para CD90 (SiRNA CD90). (A) Nucleos
positivamente corados para Ki67 mostrando colocalizacdo com coloracdo de DAPI. (B)
Média e desvio padrdo da quantificacdo da marcacdo celular de cinco experimentos
independentes com células primarias provenientes de quatro pacientes. P valor = 0,412,
ANOVA one way, seguido de pos teste de Bonferroni.. Barra de escala representa 50um.
Microscopio de fluorescéncia 10X.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho analisou o papel da proteina de superficie CD90, também
conhecida como Thy-1, na proliferacéo e na migracéao de células isoladas a partir do
Tumor de Células Gigantes do Osso. Até o presente momento, a funcionalidade do
CD90 no TCG néo foi estudada e diversos estudos apontam sua participacao tanto
na progressao como na supressao tumoral. Neste estudo, identificamos a expresséo
do CD90 no tecido tumoral e em células primarias isoladas a partir de amostras
tumorais coletadas de pacientes atendidos no INTO. Ainda, mostramos que o
silenciamento desta molécula diminuiu a migracédo celular, sugerindo um papel na

progressédo do TCG.

A recidiva local é observada em cerca de 39% dos casos de TCG (AMELIO
et al., 2016) e o comportamento biol6gico deste tumor é imprevisivel. O potencial
tumorigénico de células CD90" j& foi demonstrado em outros tumores (YANG et al.,
2008; TANG et al., 2013; YAN et al., 2013) bem como a correlagao significativa com
ocorréncia de recidiva local (GUO et al., 2014) e metastase (REGE et al., 2006;
DONNENBERG et al.,, 2010; JOHANSSON et al., 2013; ZHU et al.,, 2014,
SCOGNAMIGLIO et al, 2014). No carcinoma de nasofaringe foi observada
supressdo da expressdo de Thy-1 no tecido metastatico. A avaliagdo por
imunohistoquimica de 70 casos mostrou que enquanto no tecido primario 40%
(17/43) dos casos mostravam inibicdo ou perda da expressédo de Thy-1, no tecido
metastatico linfonodal esse percentual foi de 74% (20/27) (LUNG et al., 2005).
Nossos resultados demonstraram que o CD90 esta expresso de forma variada no

TCG, porém sem relagcdo com o desenvolvimento posterior de recidiva local ou
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metastases e nem com a expressao no tecido da recidiva (Figura 5-2). As amostras
de recidiva local podem representar resquicio da resseccao do tumor primario. Um
dos fatores de risco para o desenvolvimento de recidiva local é o tipo de cirurgia
(ARBEITSGEMEINSCHAFT et al, 2008; ERRANI et al, 2017;0UYANG et al, 2017) e
ndo uso de fatores adjuvantes locais, tais como fenol ou polimetilmetacrilato
(ERRANI et al, 2010; GASTON et al, 2011), podendo, portanto, resultar em
permanéncia de tumor residual. Uma limitacdo do no nosso estudo € que nao foi
possivel avaliar a expressdo no tecido metastatico, pois ndo tivemos casos de
metastasectomia. Além disso, nés também nao avaliamos a expressédo de CD90 no
tecido ndo tumoral. Ja foi demonstrado que a expressao desse marcador no tumor
primario do cancer de préstata e no tecido metastatico esta elevada em relacéo ao

tecido normal (LIU et al, 2004).

Observamos alguns focos indicativos de marcagcao endotelial. No entanto,
também fica evidente a marcacdo de células do estroma.No glioblastoma, mas nao
no tecido cerebelar normal, o CD90 é expresso por células endoteliais e por células
da parede dos vasos do tumor, como células do musculo liso, pericitos e
fibroblastos. Os mesmos autores mostraram também, em tecido humano e de
modelo experimental, células CD90" cercadas por macrofagos, sugerindo que o
CD90 pode estar envolvido no recrutamento e na regulacdo da funcéo de
macrofagos associados ao tumor (TAM, tumor-associatedmacrophages) (INOUE et
al., 2016). Em nosso estudo néo identificamos qual tipo celular expressa o CD90, e
possivelmente a co-marcagdo com a-1 antiquimiotripsina e com antigeno de
proliferacdo nuclear (PNCA) elucidaria se as células que expressam CD90 sédo as

células estromais neoplasicas (SAXENA et al, 2016).



As linhagens celulares ja estabelecidas sdo pouco representativas da
diversidade, heterogeneidade celular e da resisténcia a medicamentos, nao
mimetizando o cenario clinico. Dessa forma, o uso de células primarias isoladas a
partir de tumores solidos, apesar de ser de curta duracdo, ganhou importancia nos
altimos anos no contexto de terapias personalizadas, podendo gerar dados mais
refinados para a medicina translacional (MITRA et al, 2013). No nosso estudo, um
ponto negativo € que o isolamento foi realizado em modelo de cultivo 2D, que néo
reproduz a arquitetura tumoral e o microambiente de matriz extracelular (MITRA et
al, 2013). No nosso protocolo de isolamento (secdo 4.3), embora as hemacias
tenham sido eliminadas da massa tumoral, pelo tratamento com tampé&o de lise, as
células do sistema imunoldgico, células endoteliais e osteoclastos, por exemplo,
ainda podem estar presentes na suspensdo celular. Inicialmente fizemos uma
caracterizacdo para avaliar a expressao de CD31 e CD45 no intuito de confirmar a
pureza das células isoladas. O CD45 é um antigeno pan leucocitario (WOODFORD-
THOMAS et al, 1993; DELISSER et al,1994) e o0 CD31 é um antigeno de superficie
endotelial (LERTKIATMONGKOL et al., 2016) e nossa populacéo foi negativa para
esses marcadores (Figura 5-4). Além disso, ja foi demonstrado que as células
gigantes multinucleadas ndo permanecem em cultura e, apds a segunda passagem,
apenas as ceélulas estromais persistem in vitro (FELLENBERG et al, 2010. ZHOU, Z.
et al, 2016).

Trabalhos anteriores mostraram a presenca de células CD90 positivas em
diversos tumores (PASCAL et al, 2011; LOBA et al, 2012; KUMAR et al, 2016). In
vitro, 37,3% das células isoladas em passagem zero (Figura 5-4) mostraram

expressao de CD90 e células em maior passagem a expressao variou de 93% a
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99% (Figura 5-3). Células indiferenciadas expressam CD90, porém essas células
representam uma pequena parcela do tecido e no nosso estudo, o padrdo de
expressao de CD90 no TCG néao suporta a hipétese de que sejam representativas
da populacéo de células-tronco tumorais. A expressao de CD90 identifica o nicho de
células-tronco tumorais de cancer de mama (LU et al, 2014) que representam uma
minoria das células, de 0,1% a 5% (AL-HAJJ et al, 2003).

No carcinoma escamoso de esdfago essa populacao representa 2,5%-10%
das células isoladas de pacientes e estdo relacionadas as caracteristicas de células-
tronco tumorais (TANG et al, 2013). O CD90 é também um marcador para células-
tronco tumorais no carcinoma hepatocelular. As andlises através de citometria de
fluxo revelam que apenas 0% a 0,03% das células hepaticas ndo tumorais sao
CD45°CD90", ao passo que no tecido tumoral, esse percentual variou de 0,03% a
6,2% indicando o potencial tumorigénico dessas células (YANG et al, 2008).

E possivel que as células estromais tumorais estejam expressando CD90,
porém nao podemos descartar o possivel papel de outras células que compdem o
heterogéneo microambiente tumoral, como as células estromais associadas ao
cancer, conhecido como “estroma reativo” (CUNHA et al, 2003). No carcinoma
hepatocelular a expressao de CD90 foi relacionada principalmente aos fibroblastos
associados ao tumor (CAF, cancerassociatedfibroblasts). Um estudo que aborde
extensivamente o papel de cada tipo celular, incluindo células do sistema imune
como 0s macrofagos associados a tumores, células dendriticas, fibroblastos, células
mesenquimais, células endoteliais, que compdem o microambiente tumoral (TME,
tumor microenvironment) auxiliaria no entendimento do desenvolvimento tumoral e

na resposta a possiveis novas terapias. Além disso, 0s avangos recentes em
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tecnologias de single cell abriram novos caminhos para caracterizar a
heterogeneidade celular intra-tumoral e, finalmente, orientar o diagnostico e o
tratamento.

O silenciamento do CD90 nas células priméarias isoladas do TCG inibiu
significativamente a migracédo celular (Figura 5-9). E possivel que esta molécula
module a secrecdo de fatores de crescimento ou mesmo de quimiocinas, como o
CXCR4, envolvidos com a migracéao celular. ZHAO et al, 2009) isolaram CAF a partir
de adenocarcinoma humano de préstata e distinguiram duas populacées, uma com
alta expressdo de CD90 (CD90™) e outra com baixa expressdo (CD90°"). Os
autores mostraram que as células CD90" apresentam maior expresséo de génica
de CXCL12, TGFB; e TGFB, e CTGF. Além disso, o percentual de células epiteliais
de hiperplasia prostatica (BPH-1) expressando altos niveis de CXCR4 aumentou
apds exposicdo dessas células ao meio condicionado de células CD90" e também
quando foi realizado o co-cultivo com células CD90" em relacao as células CD90"".

As vias de sinalizacdo do Thy-1 (CD90) foram abordadas em uma revisao
de Baker e Hagood (2010). Segundo levantamento dos autores ha evidéncias da
ligacdo do Thy-1 com integrinas com consequente regulacdo da sinalizacdo e
organizacdo do citoesqueleto celular que implicam na ocorréncia de eventos
celulares importantes, como mobilidade, mitose e na transicdo epitélio
mensenquimal. O mecanismo de ac¢ao pelo qual a supressdo do CD90 interfere com
a migracao celular no TCG nao foi investigado no presente estudo e ainda deve ser

elucidado.
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7 CONCLUSAO

Os tecidos tumorais primario e de recidiva do Tumor de Células Gigantes do

Osso expressam CD90 (Thy-1), porém sem relacdo com a ocorréncia de recidiva. In

vitro, as células isoladas do TCG também mostram expressao desta molécula que

estéa relacionada com a migracéao celular.
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ANEXOS

Anexo A — Parecer consubstancido do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

INSTITUTO NACIONAL DE
= TRAUMATO - ORTOPEDIA / %"M“M s
IN;O INTO / SAS/ MS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Tumor de células gigantes do osso: identificagdo de marcadores prognésticos e alvos
terapéuticos.

Pesquisador: PATRICIA DE ALBUQUERQUE DOS SANTOS

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 37306114.3.0000.5273

Instituicdo Proponente: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ
Patrocinador Principal: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 843.749
Data da Relatoria: 21/10/2014

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de projeto de aluna do Mestrado Profissional do INTO envolvendo pacientes com Tumor de Células
Gigantes, buscando identificar marcadores prognésticos.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar marcadores prognésticos e alvos terapéuticos em Tumores de Células Gigantes do Osso.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

A pesquisa permitira identificar marcadores para estabelecimento de alvos para o tratamento, alem do
estabelecimento do progndstico para recidiva e metastases.

O beneficio da pesquisa é indireto, promovendo melhor tratamento para os pacientes no futuro.

Os riscos sd80 0s mesmos ja inerentes ao tratamento, ja que nado serd incluido nenhum procedimento novo
na rotina.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O estudo serd realizado em duas etapas: a primeira envolvendo apenas o material coletado das lesdes dos
pacientes com TCG e a segunda etapa envolvendo diretamente os pacientes em si.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Nada a acrescentar.

Enderego: Avenida Brasil, n® 500

Bairro: S#o Cristévio CEP: 20.940-070
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br
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Continuacéo do Parecer: 843.749

Recomendacdes:
Nada a acrescentar.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
Nada a acrescentar.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
N&o

Consideragodes Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 23 de Outubro de 2014

Assinado por:

Marisa Peter Silva
(Coordenador)
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Anexo B - Termo de consentimento livre e esclarecido

MINISTERIO DA SAUDE
INTDO SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
A= INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

FRAVALATUHAXIA © ORTOUEDL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolug¢do do Conselho Nacional de Satde n® 466 de 12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Tumor de Células Gigantes do Osso:
Identificacio de Marcadores Prognésticos e Alvos Terapéuticos”. Vocé foi selecionado porque, de
acordo com os resultados de alguns exames que foram realizados, vocé tem uma lesdo no osso que pode ser um
Tumor de Células Gigantes (TCG). A confirmagdo do diagnéstico do TCG ¢ feita por bidpsia do osso no local
da lesdo. A biopsia consiste na retirada de pequenas amostras da lesdo, que sdo encaminhadas para analise no
laboratério. Apds a confirmagdo o tratamento ¢é feito com cirurgia para retirar o tumor. Se vocé autorizar uma
parte do tumor retirado no momento da operagao (cirurgia) sera utilizada na pesquisa.

Pacientes portadores de TCG que estejam sendo acompanhados pelo Centro de Oncologia Ortopédica do
INTO, poderdo participar deste estudo.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou nao deste estudo, precisa conhecer seus beneficios, riscos

e implicagoes.

JUSTIFICATIVA
O TCG ¢ um tumor 6sseos benigno, mas pode se espalhar para outors locais do corpo. Com a pesquisa

queremos avaliar porque se espalha.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo desta pesquisa ¢ estudar o tumor que vocé pode ser portador (Tumor de Células Gigantes).

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO
A retirada do tumor do osso serd feita durante a sua operagao (cirurgia) para seu tratamento. Apos o seu
tratamento, caso o tumor volte (recidiva), e vocé tenha que operar de novo sera retirado um novo fragmento.
Uma parte do tumor retirado sera enviado ao laboratério de pesquisa e a outra parte para o laboratorio de

diagnostico (Anatomia Patologica).

Apo6s a cirurgia de retirada do tumor vocé ficara internado até que o seu médico dé alta hospitalar.

RISCOS

Esta pesquisa ndo vai interferir no resultado da sua bidpsia, no seu tratamento ou na forma como a sua
doenca vai evoluir. Todas as etapas do tratamento serdo as mesmas com ou sem a sua participa¢do na pesquisa.
Os riscos relacionados com a sua participagdo s@o os riscos relacionados com a realiza¢do da bidpsia da lesdo

Ossea e da sua cirurgia. Nao ha risco adicional se vocé participar desta pesquisa.
BENEFICIOS

Esta pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. O beneficio principal da sua participacdo é que no

futuro vocé podera ajudar a melhorar o tratamento de outras pessoas com o TCG.
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ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

O seu tramaneto sera feito no INTO pelo Centro de Oncologia Ortopédica.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

As informagdes obtidas nessa pesquisa serdo confidenciais ¢ asseguramos o sigilo sobre a sua
participacdo. Seu nome ndo serd revelado ainda que informagdes de seu registro médico sejam utilizadas para
propositos educativos ou de publicagdo. Os resultados quando forem divulgados serdo identificados com siglas

que ndo permitirdo conhecer a sua identidade.

Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros médicos (prontuario) poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia (CEP-INTO)

e pela equipe de pesquisadores envolvidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que necessite de
atendimento médico, ficard a cargo da instituicdo em que foi realizado o procedimento. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participa¢do nesta pesquisa.

CUSTOS

Nio havera qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela sua participa¢do na pesquisa.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que vocé ndo ¢é obrigado a participar desta pesquisa. Vocé pode recusar-se
a participar ou interromper sua participacdo a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos
quais vocé tem direito. Em caso de vocé decidir interromper sua participa¢do na pesquisa, a equipe assistente
deve ser comunicada e a coleta de amostras para os exames relativos a pesquisa nao sera realizada.

O médico responsavel por sua internagdo pode interromper sua participagdo na pesquisa a qualquer

momento, mesmo sem a sua autorizac;ﬁo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do estudo. Neste
caso, por favor, ligue para a Dra. Patricia de Albuquerque no telefone (21) 2134-5142. Em caso de duvida
quanto & condugo ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do INTO, situado a
Avenida Brasil n° 500, 9° andar — sala n° 4 — Sdo Cristovdo — Rio de Janeiro — RJ — CEP: 20940-070 Telefone:
21 2134-5000 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br.
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Autorizo a utiliza¢do das amostras de TCG para este projeto e outros projetos relacionados ao estudo do
Tumor de Células Gigantes que estejam aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do INTO.

Li as informagdes acima e entendi o proposito desta pesquisa assim como os beneficios e riscos
potenciais da participagdo na mesma. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por
intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste estudo.

Entendo que poderei ser submetido a biopsia Ossea, necessaria para o diagndstico de minha doenga e
nao receberei compensagdo monetdria por minha participagio nesta pesquisa.

Este Termo foi redigido em duas vias, sendo uma para o participante e outra para o pesquisador, onde
consta o telefone e o enderego do pesquisador principal e do Comité de Etica em Pesquisa — CEP. Vocé podera
esclarecer suas dividas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento através dos niimeros

dos telefones ou enderego de e-mail disponivel neste Termo.

S Y
(Assinatura do Paciente) dia més ano
(Nome do Paciente — letra de forma )
— —— / —
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao paciente indicado

acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano

Rio de Janeiro, de de

Pesquisador responsavel: Patricia de Albuquerque dos Santos
Contato com o pesquisador responsavel:

Endereco: Avenida Brasil, 500, 2° andar
Telefone: 2134-5142
e-mail: patdealbuquerque@yahoo.com.br

Assinatura do pesquisador responsavel
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APENDICES

Apéndice A - Tabela com o perfil dos pacientes que tiveram avaliacao do tecido tumoral por imunohistoquimica

. ~ Tempo Tempo recidiva Tecido utilizado IHC ~
Identificaca A de Fratura - . . e . : : Expresséo A
. Género | Idade ~ P Recidiva | apos o diagnostico | Metastase (cirurgia Laminas
0 paciente evolucdo | patoldgica (meses) primario/recidiva) de CD90
(meses)

TCG1 F 30 3 N N X N PRIMARIO 0 109-0135
TCG2 F 61 6 N N X N PRIMARIO 1 107-1147
TCG3 M 50 11 S N X N PRIMARIO 3 110-0063
TCG4 F 59 12 N N X N PRIMARIO 2 110-0625
TCG5 F 46 3 N N X N PRIMARIO 2 109-0717
TCG6 F 32 24 N N X N PRIMARIO 2 112-0239
TCG7 F 34 4 N N X S PRIMARIO 1 109-0767
TCG8 M 77 36 N N X N PRIMARIO 2 111-0018
TCG9 F 34 3 N N X S PRIMARIO 1 108-0254
TCG10 M 44 1 S N X N PRIMARIO 1 108-0516
TCG11 F 29 3 N N X N PRIMARIO 1 108-0373
TCG12 M 49 2 N N X N PRIMARIO 1 111-0185
TCG13 M 70 6 N N X N PRIMARIO 1 111-0126
TCG14 F 74 24 N S 18 N RECIDIVA 2 108-0129
TCG15 M 28 6 N S 12 N RECIDIVA 3 108-0461
TCG16 M 45 2 N N X N PRIMARIO 3 111-0086
TCG17 F 79 24 N S 24 N RECIDIVA 3 109-0274
TCG18 F 32 36 N S 28 N RECIDIVA 2 112-1010
TCG19 F 28 8 N S 6 N PRIMARIO 2 110-0303
TCG20 F 15 2 N S 12 S PRIMARIO 3 113-1146
TCG21 F 39 84 N S 36 N RECIDIVA 0 112-0413
TCG22 M 18 3 N N X N PRIMARIO 3 113-1041
TCG23 F 54 6 N S 7 S PRIMARIO 3 113-0572

~
o




71



