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RESUMO

RIBEIRO, Gabriele de Oliveira. Avaliacdo da expressdo de CXCR4 e da secrecdo de
CXCL12 em células primarias de osteossarcoma. Rio de janeiro, 2018. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia
e Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2018.

O osteossarcoma é o cancer 0sseo primario mais comum e, apesar do advento da
quimioterapia, a taxa de sobrevida global é baixa, principalmente quando os pacientes
desenvolvem metastase. Estudos indicam a participacdo do eixo CXCR4/CXCL12 no
desenvolvimento de metastases e na reducdo da sobrevida global de pacientes com
osteossarcoma. Contudo, estudos in vitro sdo necessarios para compreender seu papel nos
mecanismos de metéstase e de quimiorresisténcia neste tumor. O objetivo deste estudo foi
avaliar a expressdo do receptor CXCR4 e a secrecdo de seu ligante, CXCL12, em células
primarias de osteossarcoma. Foram isoladas duas culturas celulares primérias, denominadas
OS1 e OS2, obtidas a partir de amostras de osteossarcoma de pacientes diagnosticados no
INTO. As linhagens de osteossarcoma MG-63 e SAOS-2 foram utilizadas no estudo. As
células primarias OS1 e OS2 exibiram morfologia semelhante a da linhagem MG-63, em
monocamada, e apresentaram, respectivamente, tempo médio de duplicacdo de 75,70 horas e
29,97 horas. Foi avaliada a sensibilidade das células de osteossarcoma aos quimioterapicos
doxorrubicina (DOX), cisplatina (CIS) e metotrexato (MTX) através do ensaio de MTT e do
calculo da 1Csg. As células OS1 apresentaram 0s menores valores de 1Csq relacionados ao
tratamento com DOX, CIS e MTX (concentracbes de 0,40, 97,60 e 1590 uM,
respectivamente) sendo, portanto, as mais sensiveis. Por outro lado, as células OS2
apresentaram os maiores valores de ICso para DOX (97,20 uM) e para MTX (2231 puM). A
concentracdo encontrada para a CIS (257,70 uM) foi um pouco inferior ao maior ICsy (309
UM — SAQOS-2). A linhagem MG-63 foi a segunda mais resistente 8 DOX (4,86 uM) e ao
MTX (465,20 uM) e a terceira mais resistente a CIS (228,40 uM). Ja a linhagem SAOS-2 foi
a mais sensivel ao MTX (2,05 pM), a segunda mais sensivel & DOX (1,36 pM), porém, a
mais resistente a CIS (309 uM). A expressdo de mMRNA de CXCR4 nas células OS1 foi
significativamente menor em relacéo as células OS2 e em relacdo a linhagem MG-3, mas néo
houve diferenca significativa em relagdo a linhagem SAOS-2. Por sua vez, as células OS2
apresentaram expressdo de mMRNA de CXCR4 semelhante a MG-63 e menor expressdao em
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relacdo a SAOS-2 (p<0,01). No ensaio de imunofluorescéncia, observou-se marcacao ténue
de CXCR4 nas células OS1 e em SAOS-2, enquanto as células OS2 apresentaram marcacao
mais intensa, semelhante a MG-63. Por citometria de fluxo, verificou-se que as células OS1
apresentaram percentual de células CXCR4 menor que 1% e, nas células OS2, o percentual
variou entre 1,3% e 3%. Por fim, a quantificacdo da secrecdo de CXCL12 por ELISA
evidenciou baixa secrecdo autocrina pelas células OS1, OS2, MG-63 e SAQS-2, sem
diferenca entre os grupos. Em conjunto, os dados sugerem que o perfil de expressdo de
CXCR4 em células isoladas de osteossarcoma humano e expandidas in vitro e de células de
linhagens comerciais € heterogéneo e que as células com maior expressao de CXCR4 (OS2 e
MG-63) mostraram maior resisténcia a a¢do in vitro dos agentes quimioterapicos.

Palavras-chave: Osteossarcoma; CXCR4; CXCL12; células primarias; linhagem celular.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Gabriele de Oliveira. Evaluation of CXCR4 expression and CXCL12 secretion in
primary osteosarcoma cells. Rio de Janeiro, 2018. Dissertation (Master’s Degree in Science
Applied to the Musculoskeletal System) - National Institute of Traumatology and Orthopedics
Jamil Haddad, Ministry of Health, 2018.

Osteosarcoma is the most common primary bone cancer and, despite the advent of
chemotherapy, the overall survival rate is low, especially when patients develop metastasis.
Studies indicate the role of the CXCR4/CXCL12 axis in the development of metastases and in
the reduction of the overall survival of patients. However, in vitro studies are needed to
understand its role in the mechanisms of metastasis and chemoresistance in this tumor. The
aim of this study was to evaluate the expression of the CXCR4 receptor and the secretion of
its ligand, CXCL12, in primary osteosarcoma cells. We isolated two primary cell cultures,
called OS1 and OS2, obtained from osteosarcoma samples from patients diagnosed at INTO.
The osteosarcoma lineages MG-63 and SAOS-2 were used in the study Primary cells OS1
and OS2 exhibited morphology similar to that of the MG-63 line, in monolayer, and
presented, respectively, mean duplication time of 75.70 and 29.97 hours. The sensitivity of
osteosarcoma cells to the chemotherapy drugs doxorubicin (DOX), cisplatin (CIS) and
methotrexate (MTX) were assessed by MTT assay and IC50 calculation. OS1 cells had the
lowest 1C50 values related to treatment with DOX, CIS, and MTX (concentrations of 0.40,
97.60 and 15.90 pM, respectively) and were, therefore, the most sensitive. On the other hand,
OS2 cells had the highest IC50 values for DOX (97.20 uM) and for MTX (2231 uM). The
concentration found for CIS (257.70 uM) was slightly lower than the higher one (309 uM -
SAQOS-2). The MG-63 strain was the second most resistant to DOX (4.86 pM) and MTX
(465.20 uM) and the third most resistant to CIS (228.40 uM). The SAOS-2 strain was the
most sensitive to MTX (2.05 uM), the second most sensitive to DOX (1.36 uM), but the most
resistant to CIS (309 uM). The expression of CXCR4 mRNA in OS1 cells was significantly
lower in OS2 cells and in relation to the MG-3 lineage, but there was no significant difference
in relation to the SAOS-2 lineage. OS2 cells, on the other hand, showed CXCR4 mRNA
expression similar to MG-63 and less expression in relation to OS-2 (p <0.01). In the
immunofluorescence assay, weak CXCR4 labeling was observed in OS1 and in SAOS-2,
whereas OS2 cells showed more intense labeling, similar to MG-63. By flow cytometry, it
was found less than 1% of CXCR4 positive cells for OS1 while for OS2 the percentage
ranged between 1.3% and 3%. Finally, the quantification of CXCL12 secretion by ELISA
showed low autocrine secretion by OS1, OS2, MG-63 and SAQOS-2 cells, with no statistic
difference. Together, the data suggest that the expression profile of CXCR4 in primary
osteosarcoma cells and in commercial lineages is heterogeneous and that the cells with higher
expression of CXCR4 (OS2 and MG-63) show higher resistance to the in vitro action of
chemotherapeutic drugs.

Keywords: Osteosarcoma; CXCR4; CXCL12; primary cells; cell lineage.
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1 INTRODUCAO

1.1 Osteossarcoma

O osteossarcoma é o cancer 6sseo primario mais comum do osso (OTTAVIANI e
JAFFE, 2009) e a proporcdo de ocorréncia da doenca entre mulheres e homens é de 1:1,4
(UNNI e INWARDS, 2013; GIANFERANTE et al., 2017). A forma primaria apresenta pico
de incidéncia na segunda década de vida, acometendo principalmente criancas e adolescentes.
A forma secundaria costuma ocorrer na sexta decada de vida a partir de uma lesdo
preexistente, mais comumente a doenca de Paget em 1% dos casos (GRUENER e
CAMACHO, 2014). Além disso, o0 osteossarcoma também pode ser secundario a exposicao a
radiacdo ionizante, displasia fibrosa ou infarto ésseo (LONGHI et al., 2008; LIN e PATEL,
2013). A maior parte dos osteossarcomas ocorre na metafise dos ossos longos, acometendo
com mais frequéncia a porc¢do distal do fémur e proximal da tibia (KUNDU, 2014) (Figura
1).

A apresentacdo clinica do osteossarcoma € inespecifica e a investigacdo diagnostica é
realizada através de exames radiograficos e laboratoriais, porém, a suspeita clinica s6 é
confirmada ap0s avaliacdo histopatoldgica (BIELACK et al., 2002; CAMARGO et al., 2012;

FLETCHER, 2013; JADAO et al., 2013).
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Figura 1. Incidéncia e localizagcdo do osteossarcoma. (A) Grafico representando ndmero de casos
de osteossarcoma primario e secundario de acordo com a idade, evidenciando maior ocorréncia de
osteossarcoma primario na segunda década de vida e de osteossarcoma secundario a partir da sexta
década. O estudo foi realizado no Reino Unido, utilizando dados de 121 pacientes portadores de
osteossarcoma tratados no Royal Orthopaedic Hospital entre 1983 e 2014. (B) llustragdo dos locais
anatdmicos mais acometidos pelo osteossarcoma, sendo em primeiro lugar a extremidade distal do
fémur (seta preta), proximal da tibia (seta azul) e proximal do imero (seta verde). Imagem adaptada de
Parry et al., 2016.

Histologicamente, o osteossarcoma € caracterizado pela presenca de células
neoplasicas pleomdrficas que produzem matriz ostedide (Figura 2) (KLEIN e SIEGAL,
2006). Os osteossarcomas sao classificados em classico central, que sdo de alto grau, onde a
conduta terapéutica inclui o tratamento quimioterdpico; ou de superficie, que sdo de baixo
grau, onde geralmente a remocdo do tumor é adotada como tratamento. O osteossarcoma
classico central (ou convencional) é subdividido de acordo com o tipo de tecido
predominante, podendo ser: osteoblastico, que representa 50% dos casos; fibroblastico e
condroblastico, que representam igualmente 25% dos casos. O osteossarcoma de superficie é
subdividido em parosteal (ou justacortical), periosteal (ou condroblastico justacortical) e de

superficie de baixo grau. Os outros tipos de osteossarcoma com menor ocorréncia sdo o
14



telangiectasico, de pequenas células, central de baixo grau e de superficie de alto grau
(SCHAJOWICZ, 2000; FLETCHER et al., 2002; KLEIN e SIEGAL, 2006; FLETCHER,
2013; LIN e PATEL, 2013; KUNDU, 2014). O tratamento dos osteossarcomas de alto grau
consiste em quimioterapia pré-operatoria (neoadjuvante), ressec¢do cirdrgica e quimioterapia

po6s-operatéria (adjuvante) (FLETCHER, 2013).

Figura 2. Histologia do osteossarcoma classico central osteoblastico. O osteossarcoma clasico
central, subtipo osteobléstico, caracterizado pela proliferacdo de osteoblastos neoplasicos com
nucleos pleomorficos, hipercromaticos (circulo) em associacdo com a deposicdo de matriz osteoide
imatura (seta) pelas células neoplasicas. Imagem adaptada: Arquivo pessoal de Valerie Fitzhugh, MD .

15



O primeiro estudo relacionado com a resposta ao tratamento do osteossarcoma foi
realizado em 1879 por Samuel Gross com 165 pacientes. Gross defendia a amputacdo como
forma de tratamento, com taxa de sobrevida de 30% para pacientes sem metastase e de 5 a
10% para aqueles com metéstase na época do diagnéstico. Quando era realizada apenas a
resseccdo cirurgica da lesdo, a doenca progredia com recidiva, metastase e obito. Apesar da
agressividade da cirurgia, a amputacdo foi considerada como “padrdo ouro” de tratamento nas
décadas seguintes (JAFFE, 2014).

A busca por agentes quimioterapicos que possam auxiliar no tratamento do
osteossarcoma tem sido alvo de diversos estudos ao longo dos Gltimos anos (EDMONSON et
al., 1984; LINK et al., 1986; BACCI et al., 2006; FERRARI e SERRA, 2015; ISAKOFF et
al., 2015). Até a década de 1960, os resultados aos diversos tratamentos nédo era satisfatério, o
que levou a rotular o osteossarcoma como um tumor quimiorresistente. Em meados dos anos
70, foi adotado o protocolo de tratamento designado “Conpadri”, que consistia em um
combinado de agentes quimioterapicos, dentre eles a doxorrubicina e 0 metotrexato em altas
doses. Posteriormente, outros farmacos como a cisplatina, oxazafosforina, ifosfamida e
ciclofosfamida foram adicionados ao protocolo original (revisado de JAFFE, 2014).

Atualmente, a taxa de sobrevida em cinco anos para pacientes com a doenca
localizada é de 60 a 70% quando a quimioterapia é associada a ressec¢do cirurgica
(OTTAVIANI e JAFFE, 2009). J& para os pacientes que desenvolvem metéstase, a taxa de
sobrevida em cinco anos reportada na Europa é de 28%, (BIELACK et al., 2009) sendo que
cerca de 16% dos pacientes apresentam metastase na época do diagnéstico (WHELAN et al.,
2015). Fatores como idade avancada (60 anos ou mais), localizagdo no esqueleto axial,
tamanho do tumor e estado socioecondmico sdo fatores associados a deteccdo tardia de

metastase (MILLER et al., 2013).
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No Brasil a sobrevida de pacientes com osteossarcoma ¢ menor do que nos paises
desenvolvidos da Europa. Petrilli e colaboradores (2006) demonstraram em estudo com 225
pacientes que a taxa de sobrevida em cinco anos de pacientes com a doenca localizada foi de
60,5% e de pacientes com metastase foi de 12,2%.

O baixo indice de sobrevida de pacientes que desenvolvem metastase estimulam a
busca para uma melhor compreensdo da formacdo e da progressdo da doenca e pelo
aperfeicoamento das modalidades terapéuticas disponiveis. Estudos apontam que algumas
vias de sinalizacdo celular, bem como citocinas, quimiocinas e seus receptores sao fatores
relacionados com o processo de formacéo de metéstase e até mesmo com a quimiorresisténcia
de uma gama de tumores malignos (DREESEN e BRIVANLOU, 2007; CHEN et al., 2012;
ESQUIVEL-VELAZQUEZ et al., 2015). Especificamente, a quimiocina CXCL12 e seu
receptor CXCR4 sdo apontados como participantes da progressdo, formacdo de metastase,
diminuicdo da taxa de sobrevida e resisténcia ao tratamento nas neoplasias da mama,
pancreas, pulmdo, préstata, melanoma e osteossarcoma (MULLER et al., 2001;
HARTMANN et al., 2005; LIANG et al., 2005; KIM et al., 2010; SINGH et al., 2010;

DOMANSKA et al., 2012; NAMLOS et al., 2012).

1.2 Quimiocinas e cancer

As quimiocinas sdo pequenas proteinas constituidas de 70 a 130 aminoé&cidos e
divididas em quatro subfamilias de acordo com a estrutura primaria de seus aminoacidos: C,
CC, CXC, CX3CR. Essas proteinas ativam os receptores acoplados a proteina G e induzem a
migracdo celular através de um gradiente de concentracdo (FERNANDEZ e LOLIS, 2002;

LAU et al., 2004).
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As quimiocinas sdo divididas quanto a funcdo em quimiocinas inflamatorias,
sintetizadas durante o processo inflamatorio, e quimiocinas homeostaticas, que sdo expressas
constitutivamente em tecidos e células (LAU et al., 2004; ZLOTNIK et al., 2006). O papel
das quimiocinas inflamatorias é induzir a migracéo de leucdcitos para o local da leséo e ativar
as célulasdo sistema imune para montar uma resposta e iniciar o processo de reparo (ROSSI e
ZLOTNIK, 2000). As quimiocinas homeostaticas possuem diversas funcbes, atuando
principalmente na organogénese linfoide, mas também tem papel na migracdo de células
mesenguimais (ROSSI e ZLOTNIK, 2000; ZLOTNIK et al., 2006; ZLOTNIK et al., 2011).

Estudos tem evidenciado o papel das quimiocinas em diferentes etapas da progressdo
tumoral como, por exemplo, na coordenacdo da interacdo célula-célula, na migracdo e na
guimiorresisténcia. Esses estudos mostram que o microambiente tumoral mimetiza a resposta
inflamatdria normal e recruta células do sistema imune inato e adaptativo, por meio de
quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e proteases. No entanto, o0 ambiente tumoral
mantém um estado inflamatério crdnico e promove/induz o desenvolvimento de uma rede
vascular para sua manutencdo (BALKWILL e MANTOVANI, 2001; COUSSENS e WERB,
2002).

As células ndo tumorais presentes no microambiente do tumor, como fibroblastos
associados ao cancer (CAF, cancer associated fibroblast) e os macréfagos associados ao
tumor (TAMs, tumor associated macrophage), também produzem quimiocinas que auxiliam
no crescimento tumoral, na angiogénese e na metastase (BALKWILL 2004; SARVAIYA et
al., 2013; CHOW e LUSTER, 2014).

Além da secrecdo de quimiocinas, as células tumorais também expressam seus
receptores. Estudos mostram que aumento da expressao de receptores de quimiocinas induz a

proliferacdo das células tumorais. Um exemplo é o CXCR4, que normalmente ndo é
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encontrado em células epiteliais do tecido mamario, porém é altamente expresso em células
de cancer de mama (LUKER e LUKER, 2006; MISHRA et al., 2011; SARVAIYA et al.,

2013).

1.2.1 Eixo CXCR4/CXCL12 na progressao tumoral

O CXCR4 ¢é um receptor do tipo sete voltas ha membrana acoplado a proteina G. A
interagdo de CXCR4 e seu ligante CXCL12, também conhecido como fator derivado do
estroma da medula 6ssea (SDF-1, do inglés stromal derived factor 1) desencadeia a
sinalizacdo através de PI3K/Akt, PLC/IP3, ERK1/2 e PKC, vias responsaveis pela
proliferacdo celular, migracéo e sobrevivéncia. Quando CXCR4 acopla-se a proteina-G, ativa
a ligacdo de proteinas a guanina, sendo responsavel por diferentes tipos de sinalizagdo,
dependendo de sua subunidade (DOMANSKA et al., 2012; DOMANSKA et al., 2013;
WURTH et al., 2014).

O receptor de quimiocina CXCR4 é expresso em diversos tecidos, tais como sistema
nervoso central, linfonodos e intestino delgado e também por alguns tipos celulares como
mondcitos, linfécitos T e B, neurdnios e células progenitoras hematopoiéticas (MEUCCI et
al., 1998; WANG et al, 2006; SUN et al, 2010). Dentre as fungdes do eixo
CXCL12/CXCR4, estdo a angiogénese, a regulacdo da proteina do ciclo celular Rbl
(Retinoblastoma), garantindo a sobrevivéncia celular em eventos mitdticos, a migragéo de
células precursoras neuronais e a neurogénese. Estes efeitos dependem do nivel de expressao
de CXCR4/CXCL12 nos tecidos, 0 que esta em contraste com a expressao de quimiocinas
inflamatdrias (STUMM et al., 2003; KHAN et al., 2008; O'HAYRE et al., 2008; REAUX-LE

GOAZIGO et al., 2013).
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Na célula tumoral, as vias de sinalizacdo podem ser ativadas de acordo com o estresse
sofrido, como por exemplo, no processo de sobrevivéncia, onde as vias ERK/AKT sao
ativadas, levando a resisténcia das células a agentes quimioterapicos (SINGH et al., 2010). Ja
as vias PLC/PKC séo ativadas no processo de migracdo das celulas tumorais (DOMANSKA
et al., 2013), passo inicial para o desenvolvimento de metéstases (VALASTYAN e
WEINBEG, 2011).

A metéastase consiste na formagdo de uma nova lesdo tumoral a distancia, a partir do
tumor primério. E um processo de multiplas etapas que inclui o extravasamento local de
células, a sua sobrevivéncia na circulacdo e a invasdo de um o6rgdo secundario, onde ocorre a
proliferacdo e o estabelecimento do tumor secundario (NGUYEN et al., 2009). Desde o inicio
de 1900 sabe-se que as células tumorais tem propensao para estabelecer metastase em érgaos
especificos, o que indica que este processo ndo € aleatorio e que envolveria a participacédo de
quimiocinas e de seus receptores (SARVAIYA et al., 2013). As quimiocinas sdo capazes de
promover a migracdo de células normais e tumorais através de mecanismos que envolvem
alteracdes na estrutura e na dinamica do citoesqueleto (O'HAYRE et al., 2008).

A primeira evidéncia da participacéo do eixo CXCR4/CXCL12 na migracgdo de células
tumorais foi relatada em um estudo realizado em céncer de mama por Muller e colaboradores
em 2001. Os autores verificaram que as células tumorais expressavam mais CXCR4 do que as
células normais e macerados de tecidos com alta expressdo de CXCL12 eram capazes de
induzir resposta migratéria nessas células. O resultados do estudo também mostraram que o
bloqueio de CXCL12 in vitro e de CXCR4, tanto in vitro quanto in vivo, reduzia a resposta
migratoria das células tumorais de mama (MULLER et al., 2001).

Estudos apontam o eixo CXCR4/CXCL12 como participante fundamental no processo

de formagdo de metéstase, onde o CXCR4, localizado na superficie da célula tumoral, é
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atraido pelo CXCL12, abundante em diversos tecidos. Essa quimioatracdo provoca uma
reacao de ganho de motilidade da célula tumoral que, por sua vez, atinge a corrente sanguinea
e migra para colonizar um novo sitio anatdmico (Figura 3) (PERISSINOTTO et al., 2005;

O'HAYRE et al., 2008; NEKLYUDOVA et al., 2016).

. OxcL12
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Figura 3. Representacédo do papel de CXCR4/CXCL12 no processo de formacdo de metastase.
As células tumorais (azul) proliferam no sitio primario; com o estimulo de citocinas,
metaloproteinases (MMP) e fatores de crescimento, as células tumorais, que expressam CXCR4 em
sua superficie, destacam-se do tumor primario e, atraidas quimiotaticamente pelo CXCL12,
intravasam na corrente sanguinea, sobrevivem & resposta imunoldgica, extravasam e colonizam um
novo sitio metastatico, cujo tecido alvo é rico em CXCL12. Imagem adaptada: O'Hayre et al. 2008.
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O eixo CXCR4/CXCL12 promove o desenvolvimento, a invasdo e a metastase do
cancer de pancreas e contribui para o prognostico desfavoravel dos pacientes através da
alteracdo do microambiente tumoral e da ativacao de vias de sinalizacdo celular relacionadas
a migracéo e proliferacdo (SLEIGHTHOLM et al., 2017). O CXCR4 também esta associado
com a regulacéo da proliferacdo celular e de mecanismos de invasao em células de cancer de
pulmédo (DAl et al., 2013).

A expressdo de CXCR4 no tecido tumoral foi inversamente correlacionada com
menores indices de sobrevida livre de evento e sobrevida global em estudos com neoplasias,
como cancer de ovario (LI et al., 2014), carcinoma hepatocelular (NEVE et al., 2015),
leucemia mieldide aguda (BAE et al., 2015), cancer de mama, colorretal, eséfago, pulmao,

figado e prostata (ZHAO et al., 2015).

1.2.2 CXCR4/CXCL12 e quimiorresisténcia

O eixo CXCR4/CXCL12 também ja foi associado a quimiorresisténcia em diferentes
tipos de tumores (HARTMANN et al., 2005; ZENG et al., 2009; SINGH et al., 2010;
HECKMANN et al., 2013; LI et al., 2014; ZHANG et al., 2015; XIE et al., 2017), porém, 0s
mecanismos envolvidos ainda ndo estdo totalmente elucidados e variam dependendo do tipo
celular.

A cisplatina é um dos quimioterdpicos utilizados no tratamento do osteossarcoma
(HARRISON et al., 2018). No céncer de pulmdo, o CXCR4 medeia a quimioresisténcia a
cisplatina via ativacdo do gene CYP1B1 que codifica a enzima citocromo P45 1B1, enzima
essencial na catalisacdo da biotransformacéo oxidativa de drogas (XIE et al., 2017). Em outro
estudo, Hartmann e colaboradores (2005) mostraram que a ativacdo da integrina induzida por

CXCL12 resultou em maior adesdo de células de cancer de pulméo de pequenas células
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(CPPC) a fibronectina e ao coladgeno, mediada pelas integrinas 20, 40, 5a e 1B, juntamente
com a ativacdo do CXCR4. Essa adesdo foi bloqueada ao inibir CXCR4. Os autores
observaram também que o co-cultivo de células mesenquimais, que secretam CXCL12, com
células CPPC protegeu as células CPPC da apoptose induzida por quimioterapia e 0
tratamento com antagonista de CXCR4 blogueou essa protecao.

Outro estudo mostrou que o0 CXCR4 induz quimiorresisténcia por diminuicdo da
expressao do microRNAs (miRNAs) let-7a. A analise por microarray da linhagem celular de
leucemia miel6ide aguda (LMA) revelou que o miRNA let-7a, um miRNA associado ao
desenvolvimento de tumores agressivos, esta inversamente relacionado a expressdo do eixo
CXCR4/CXCL12. O aumento da expressao de let-7a também esta associado a diminuicdo da
expressdao do oncogene c-Myc e da proteina anti-apoptotica BCL-XL e com maior
qguimiossensibilidade. Em células de 50 pacientes portadores de LMA, a expressédo elevada de
CXCR4 foi associada a niveis baixos de expressdo de let-7a. Além disso, camundongos
inoculados com as células primérias com maior expressdo de let-7a apresentaram maior
sensibilidade ao composto citarabina, resultando em maior sobrevida (CHEN et al., 2013). Da
mesma forma, na leucemia promielocitica aguda, o tratamento de camundongos leucémicos
com quimioterapia associada ao antagonista de CXCR4 resultou em diminuigdo da carga
tumoral e maior sobrevida global em comparagdo com camundongos tratados somente com
quimioterapico (NERVI et al., 2009).

Xie e colaboradores (2017) avaliaram a expressao de CXCR4 no tecido tumoral de
cancer de pulméo em 64 individuos e observaram maior expressdo de CXCR4 em pacientes
com resisténcia ao tratamento com cisplatina. In vitro, o tratamento da linhagem celular A549
com cisplatina aumentou a expressdo génica de CXCR4 e a inibicdo de CXCR4 aumentou a

sensibilidade das células ao tratamento com o quimioterapico. No cancer de ovario, 0
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tratamento com cisplatina também aumenta significativamente a expressdo de CXCR4,
resultando em maior proliferacédo celular, levantando a hipotese de que essas células, quando
em contato com o agente quimioterapico, passam a expressar mais CXCR4 como mecanismo
de defesa, que por sua vez leva a ativacdo de vias relacionadas a sobrevivéncia da célula,
tornando-se mais resistentes (CHEN et al., 2016).

Um conjunto de estudos publicados recentemente mostrou que o bloqueio do eixo
CXCR4/CXCL12 tem potencial para ser aplicado no tratamento do carcinoma de ovério (GIL
et al., 2014; HE et al., 2017; MAO et al., 2017). O silenciamento do CXCR4 em uma
linhagem celular de cancer de ovario reduziu a proliferacdo celular através da parada do
ciclo celular (G1/S), aumentou a apoptose e promoveu maior sensibilidade aos agentes
quimioterapicos (LI et al., 2014).

A inibicdo do CXCR4 com AMD3100, um antagonista de CXCR4, tornou as células
de cancer de prostata mais sensiveis ao tratamento com docitaxel, um quimioterapico usado
no tratamento desse tumor. Neste estudo, 0s autores demonstraram maior expressdo de
CXCR4 nas metastases Osseas do que no tecido tumoral priméario ou em linfonodos
metastaticos. In vivo, o tratamento dos camundongos com docitaxel associado ao AMD3100
reduziu o volume do tumor primério e diminuiu a formacdo de metastase em comparacdo ao
tratamento apenas com docitaxel (DOMANSKA et al., 2012).

Singh e colaboradores (2010) mostraram que, quando as células de cancer de pancreas
sdo expostas ao agente quimioterapico, 0 CXCR4, presente na superficie celular, se acopla a
proteina G, ativando as vias ERK/AKT, levando ao aumento dos fatores de transcricdo Nf-KB
e P-catenina, que por sua vez elevam a transcricdo de Bcl2, um fator anti-apoptético,

promovendo a quimiorresisténcia (Figura 4). Li e colaboradores (2016) também mostraram
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que o eixo CXCR4/CXCL12 estimula a proliferacdo celular e quimiorresisténcia através da

ativacdo de NF-«xB e Bcl-XI.
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Figura 4. Via de sinalizagdo do CXCR4 na sobrevivéncia da célula tumoral. No processo de
quimiorresisténcia, quando o0 CXCR4 se acopla a proteina G, as vias ERK/AKT séo ativadas, levando
ao aumento de Nf-KB e B-catenina, que elevam a transcrigdo de Bcl2, promovendo a resisténcia da
célula a acdo do quimioterapico. Imagem adaptada: SINGH et al., 2010.

Um estudo realizado por Zhang e colaboradores (2015) mostrou que as células
pancreaticas estreladas (PSCs) expressam CXCL12, enquanto CXCR4 é expresso pelas
células do cancer de pancreas (PCCs) e que o tratamento das PCCs com meio condicionado
de PSCs torna as PCC mais resistentes e inibe a citotoxicidade e a apoptose induzidas pelo
quimioterapico gencitabina. Além disso, a inibicdo de CXCL12 nas PSCs bloqueia a apoptose
induzida por gencitabina e aumenta a fosforilacdo de FAK, ERK1/2, AKT e p38. O estudo

concluiu que as PSCs promovem a resisténcia das PCCs a gencitabina e esse efeito é mediado
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pela sinalizacdo paracrina CXCL12/CXCR4, que induz a ativacdo das vias de sinalizacéo
intracelular FAK-AKT e ERK1/2, podendo, portanto, ser uma estratégia para o tratamento

deste tipo de tumor.

1.2.3 CXCR4 e CXCL12 no osteossarcoma

O papel do CXCR4 e de seu ligante também tem sido bastante investigado no
osteossarcoma (MIURA et al., 2005; PERISSINOTTO, E. et al., 2005; HUANG et al., 2009;
LIN et al., 2011; BAUMHOER et al., 2012; BRENNECKE et al., 2014; GUO et al., 2014;
GUAN et al., 2015; LIAO et al., 2015; LU et al., 2015a; LU et al., 2015b; FONTANELLA et
al., 2016; NEKLYUDOVA et al., 2016). Laverdiere e colaboradores (2005) avaliaram |,
através de PCR quantitavivo, os receptores de quimiocinas CXCR4, CCR7 e CCR10 em
amostras do tumor de 47 pacientes portadores de osteossarcoma de alto grau. O CXCR4 foi
altamente expresso em 63% das amostras e se correlacionou com a reducdo da sobrevida
global e com a presenca de metéstases na época do diagnostico. Namlos e colaboradores
(2012) observaram um aumento significativo da expressdo génica de CXCR4 em 23 amostras
de osteossarcoma primario e em tecidos metastaticos. Recentemente, um estudo mostrou
maior expressdo génica de CXCR4 no osteossarcoma do que no tecido adjacente ao tumor e
que o nivel de expressdo desse receptor esta associado a metastase e com a sobrevida do
paciente (LU et al., 2015).

A expressdo de CXCR4 nas células de osteossarcoma também pode ser modulada pela
expressao e pela secrecdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés
vascular endothelial growth factor) e esté relacionada ao estadiamento clinico do paciente e a

progressdao metastatica (ODA et al., 2006). Um estudo avaliou, por imunohistoquimica,
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amostras tumorais de 56 pacientes com osteossarcoma e revelou que a expressdo de CXCR4 e
VEGF esta relacionada a presenca de metastases e a menor sobrevida. Em dois anos, a taxa de
metastase de pacientes com tumores VEGF e CXCR4 positivos foi de 66,7% e 71,4%,
respectivamente. Ja em pacientes com tumores VEGF e CXCR4 negativos, a taxa de
metéastase foi 35,0% e 45,7%, respectivamente (LIN et al., 2011). Esses dados sugerem que 0
CXCR4 e o VEGF séo preditores do potencial metastatico, sendo relevantes no desfecho da
doenca e figurando como possiveis alvos terapéuticos no osteossarcoma. A co-expressao de
CXCR4 e metaloproteinase 9 (MMP9) também esté correlacionada no osteossarcoma com 0
desenvolvimento de metastase pulmonar e menor taxa de sobrevida global (REN et al., 2015).

A expressao de receptores de quimiocinas é regulada por processos transcricionais e
pos-transcricionais através da estabilidade do RNA e de diversos fatores como proteinas
mutantes, o microambiente tumoral ou sinalizacdo alterada na propria célula tumoral
(BALKWILL, 2004; SARVAIYA et al.,, 2013). Condi¢bes hipdxicas e ambiente rico em
citocinas como interleucina 2 (IL-2), podem alterar a transcricdo dos receptores de
quimiocinas (LOETSCHER et al., 1996; SHARMA et al.,, 2012). Um exemplo dessa
modulacéo é a inducdo da expressdo de CXCR4 em células tumorais sob condic6es hipoxicas.
A hipdxia ocorre quando o tumor atinge um tamanho que compromete o suprimento de
sangue e oxigenacdo adequados. Os niveis baixos de oxigénio atuam como um importante
regulador na expressao de CXCR4 através da expressdo de HIF-1 (hypoxia- inducible factor
1) e o circuito hipoxia-HIF-1-CXCR4 tem participagdo em VArios mecanismos
fisiopatoldgicos, que variam desde a inflamagdo até a angiogénese tumoral e a metastase
(LOETSCHER et al., 1996; BACHELDER et al., 2002; SCHIOPPA et al., 2003).

Um estudo realizado recentemente por Yu e colaboradores (2016) avaliou a expressao

de CXCL12 e VEGF em 54 amostras de osteossarcoma com 0 objetivo de determinar a
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associacdo dos niveis de expressdo dessas moléculas com o prognostico do paciente. Os
resultados mostraram que cerca de 40% das amostras apresentaram alta expressdo de
CXCL12 e VEGF, que se associou a classificacdo histoldgica, a presenca de metéstase e ao
estadiamento de Enneking (avaliacdo do paciente de acordo com o grau do tumor, extensdo do
tumor primario e presenca de metastase). O estudo mostrou também associacéo entre a maior
expressao de CXCL12 e VEGF com a menor taxa de sobrevida global e apontou a expresséao
de CXCL12 como fator prognostico no Osteossarcoma (YU et al., 2016).

A participacdo do eixo CXCR4/CXCL12 no processo migratorio de células de
osteossarcoma através da ativagdo de AKT e [-catenina foi evidenciada por Lu e
colaboradores (2015). Neste estudo, os autores avaliaram, por imunohistoquimica, o tecido
tumoral de 21 pacientes ¢ revelaram que a expressio de CXCR4 e [B-catenina é maior no
tecido tumoral quando comparado ao tecido adjacente ndo tumoral. In vitro, as células de
osteossarcoma (linhagem F5M2) apresentaram maior potencial migratorio em resposta ao
CXCL12 e houve bloqueio da migracdo quando realizada a inibicdo especifica de CXCR4
com AMD3100. A incubag¢do com CXCL12 juntamente com AMD3100 promoveu migracao
de B-catenina do nucleo para a superficie celular. Adicionalmente, sob acdo dos inibidores de
Whnt/ B-catenina, foi possivel observar a diminuicdo da migracdo das células F5M2, mesmo
tratadas com CXCL12, e o aumento dos niveis de AKT e B-catenina fosforilada apds a
incubacdo com CXCL12 e ainda, que essa resposta foi dose-dependente (LU et al., 2015b).

Para investigar a relevancia bioldgica do eixo CXCR4/CXCL12 no osteossarcoma,
Neklyudova e colaboradores (2016) utilizaram uma linhagem celular de osteossarcoma (143-
B) transfectadas com P2G (um antagonista especifico de CXCL12), com CXCL12 e com
CXCL12-KDEL, que rettm CXCR4 no interior da célula. Foi utilizado um modelo

Xenogeénico intravenoso de metastase em camundongos para avaliar o potencial tumorigénico
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e metastatico das linhagens. As células que produziram CXCL12 constitutivamente causaram
metastase pulmonar, sem afetar o crescimento do tumor primario. Porém, quando o eixo foi
bloqueado, as células contendo P2G ou CXCL12-KDEL aceleraram o crescimento do tumor
primario, diminuiram a ocorréncia de metastase pulmonar e aumentaram a expressao de
CXCR4, mostrando que o CXCR4 contribui para a retencédo local de células tumorais. Além
disso, as metéstases pulmonares nos animais de todos os grupos tinham mais células CXCR4"
do que o tumor primario. O estudo sugere, portanto, que a abordagem terapéutica com alvo
no eixo CXCR4/CXCL12 pode ser benéfica no osteossarcoma metastatico.

Apesar dos estudos in vitro, ex vivo e in vivo mostrarem a relevancia do CXCL12 e do
CXCR4 para a migracdo celular no osteossarcoma (HUANG et al., 2009; BAUMHOER et
al., 2012; LU et al.,, 2015b; NEKLYUDOVA et al., 2016), um estudo avaliou, por
imunohistoquimica, amostras de 223 pacientes e mostrou correlacdo positiva entre uma maior
expressao de CXCL12 e menor prevaléncia de metastases (BAUMHOER et al., 2012).

Muitos estudos in vitro e in vivo avaliaram o papel do eixo CXCR4/CXCL12 no
osteossarcoma utilizando linhagens de células tumorais como modelo de estudo. Contudo,
apesar dessas linhagens serem apontadas como alternativa eficiente no estudo de tumores,
alguns problemas séo associados ao cultivo celular prolongado, como a contaminagdo por
microorganismos (principalmente micoplasma) e a instabilidade genémica e fenotipica das
células depois de algumas passagens (GERAGHTY et al., 2014). Além disso, no
osteossarcoma existe um namero baixo de linhagens de células humanas disponiveis, o que
contrasta com os diversos subtipos de osteossarcoma observados na clinica. Ademais, o fato
das linhagens ndo serem capazes de reproduzir a heterogeneidade desse tumor representa uma
barreira para o conhecimento dos mecanismos de formacdo, progressdo e quimiorresisténcia

do osteossarcoma (RUSSINOFF et al., 2011).
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As diferencas genéticas entre os individuos podem influenciar na resposta a
quimioterapia (PEREIRA et al., 2009). Mirabello e colaboradores (2009) demonstraram
maior incidéncia de osteossarcoma em negros e taxa de sobrevida global associada a etnia,
sendo maior em asiaticos (MIRABELLO iet al., 2009). Entretanto, as linhagens celulares
comerciais de osteossarcoma mais utilizadas atualmente em estudos in vitro e in vivo foram
derivadas de pacientes caucasianos (LASCHI et al., 2015), limitadas, portanto, a uma Unica
etnia. Dessa forma, ha a necessidade de se realizar mais estudos sobre o osteossarcoma com
modelos que sejam mais representativos dos tumores dos pacientes.

Nesse contexto, as culturas primarias geradas a partir de tumores de pacientes com
osteossarcoma tem figurado como uma alternativa capaz de reproduzir a variabilidade
tumoral entre os pacientes e, consequentemente ampliar o conhecimento sobre a biologia
desta doenca.

Séo realizadas anualmente pelo Centro de Oncologia Ortopédica do Instituto Nacional
de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) em torno de 20 cirurgias em pacientes
com osteossarcoma. Considerando a baixa frequéncia deste tumor, esta casuistica pode ser
considerada suficientemente robusta para desenvolver estudos experimentais com células
primarias. Esses estudos poderdo auxiliar a caracterizar a expressao e a funcdo do eixo
CXCR4/CXCL12 em células primarias de osteossarcoma, ampliar o conhecimento sobre as
vias de disseminacdo metastatica e avaliar o seu potencial como marcador prognoéstico e alvo

terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Caracterizar a expressdo de CXCR4 e secrecdo de CXCL12 em células primérias
isoladas a partir de amostras tumorais de pacientes com osteossarcoma e avaliar relacdo do
eixo com a sensibilidade das células primarias e linhagens de osteossarcoma ao tratamento in

vitro com quimioterapicos.

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer culturas priméarias de células humanas de osteossarcoma a partir de

amostras tumorais;

e Auvaliar o potencial proliferativo in vitro das células primérias e das linhagens de

osteossarcoma;

¢ Analisar a sensibilidade in vitro das células primarias e de linhagens de osteossarcoma

aos quimioterapicos doxorrubicina, cisplatina e metotrexato;

e Quantificar os niveis de expressio de MRNA de CXCR4 nas células de

osteossarcoma;

e Avaliar a expressao e localizagdo de CXCR4 em células de osteossarcoma;
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e Auvaliar a expressdo de CXCR4 na superficie das células de osteossarcoma;

e Quantificar a secrecdo de CXCL12 no meio de cultura de células de osteossarcoma.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional
de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (CAAE: 56018516.4.0000.5273, Anexo A). Os
participantes foram esclarecidos sobre o objetivo da pesquisa que consistiu em conceder parte
do material bioldgico resultante do procedimento cirdrgico, realizado para o tratamento da
lesdo tumoral. Os participantes e/ou seus responsaveis legais manifestaram sua concordancia
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Anexo B),

redigido de acordo com a resolucgdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

3.2 Coleta de amostras

As cirurgias e as coletas de material foram realizadas pelos cirurgides do Centro de
Oncologia Ortopedica do INTO. As amostras teciduais foram coletadas de pacientes com
suspeita clinica de osteossarcoma durante a realizacdo da bidpsia para confirmacédo
diagndstica ou no procedimento cirtrgico para ressecdo da lesdo primaria (Figura 5). O
diagndstico de osteossarcoma foi confirmado por investigacdo radiografica e exame
histopatoldgico, realizados no Servico de Imagem e no Laboratério de Anatomia Patoldgica

do INTO.
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Figura 5. Procedimento de coleta das amostras de tecido tumoral. As amostras foram coletadas
por cirurgides do Centro de Oncologia Ortopédica do INTO durante o procedimento de bidpsia ou
durante a cirurgia de remossao do tumor. (A)Para a obtencdo da amostra, uma agulha de jamshidi foi
inserida no tecido tumoral; (B) a amostra obtida foi transferida para um frasco estéril ; (C) imagem da
amostra tumoral coletada.

3.3 Isolamento e manutencédo de células primarias de osteossarcoma

As amostras de tumor primério coletadas no centro cirdrgico do INTO foram
armazenadas em frascos estéreis e imediatamente transportadas para o laboratério do Centro
de Tecnologia Celular (CTC/INTO). Em seguida, foram lavadas com solucdo salina
tamponada (PBS, Phosphate Buffered Saline) com glicose a 0,6% para a retirada dos coagulos
sanguineos. A seguir, as amostras foram fragmentadas mecanicamente e digeridas
enzimaticamente com colagenase tipo Il (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 2,5% em de
meio de cultura DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium com nutriente F-12, Gibco,
Life Tecnologies, Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY, EUA), por 3 horas em estufa a
37°C e 5% de CO,. Apbés o tempo de incubacdo com a colagenase Il, o material foi
fragmentado novamente e a suspensdo resultante foi centrifugada a 413 rcf por 5 minutos. A
massa celular foi tratada com tampdo de lise de hemacias (ACK, Ammonium-Chloride-
Potassium Lysing Buffer, Gibco) e incubada a temperatura ambiente (TA) por 2 a 3 minutos,
lavada com PBS e novamente centrifugada por 5 minutos a 413 rcf. Por fim, a massa celular
foi ressuspendida em DMEM-F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco),
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antibidtico e antifungico (penicilina G sodica 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml e
anfotericina 0,25 ug/ml, Sigma-Aldrich) (meio completo) e filtrada em membrana de nylon
com poro de 70 um (Cell strainer, BD, Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY, EUA). A
quantidade de 3-5x10° células por frasco foi semeada em frascos de cultura de 25 cm?
(Biogen, Cambridge, MA, EUA) em meio DMEM-F12 completo mantidos em estufa a 37°C
e 5% de CO, ateé atingir 70-80% de confluéncia. A troca de meio foi realizada duas vezes por
semana. Para realizacdo da passagem, as células foram lavadas com PBS e incubadas com
tripsina (Sigma-Aldrich) a 0,25% e EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid, Sigma-Aldrich)
a 0,04% por 5 minutos a 37°C e 5% CO,. Posteriormente, foi acrescentado meio de cultivo
completo para a inativacdo da tripsina e todo o conteudo foi transferido para um tubo conico e
centrifugado a 413 rcf por 5 minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado e a massa celular
foi ressuspendida em DMEM-F12 completo, as células foram contadas e redistribuidas em
frascos de cultura de 25 cm® ou 75 cm?®, contendo 3-5x10° ou 5x10°-10°, respectivamente. As
células foram criopreservadas a -196°C em solucéo de congelamento composto 90% de SFB
e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich). As passagens utilizadas em cada

experimento estdo indicadas no apéndice A.

3.4 Linhagens celulares

As linhagens celulares de osteossarcoma humano, SAOS-2 e MG-63, foram obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio DMEM-F12 completo. A
linhagem de adenocarcinoma cervical HelLa foi cedida pelo Laboratério de Biologia Celular
Aplicada a Medicina da UFRJ. As passagens e a criopreservagdo das linhagens foram
realizadas da mesma forma que as células primarias, como descrito no item anterior. As
caracteristicas demograficas dos dois pacientes que deram origem as duas linhagens de

osteossarcoma estao descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados demogréficos dos pacientes (linhagens).

MG-63 SAOS-2
Idade 14 11
Sexo Masculino Feminino
Local da lesao Fémur esquerdo -
Tipo histolégico Osteossarcoma osteoblastico  Osteossarcoma osteoblastico
Procedimento cirurgico Biopsia -
Ano de Isolamento 1977 1973
Referéncia HEREMANS et al. (1978) FOGH ¢ TREMPE (1975)

FOGH et al. (1977)

(-) Informagdes nédo obtidas.

3.5 Andlise do tempo de duplicagdo populacional

Durante a fase de expansdo in vitro, o célculo do tempo médio de duplicacédo
populacional (TD) foi realizado atraves da férmula: TD = Tempo em cultura*log
(2)/log(numero final de células) — log(nimero inicial de células). A concentracdo inicial
representa o numero inicial de células semeadas, a concentracdo final representa o numero de
células obtidas no final da passagem e o tempo em cultura (representado em horas) é o
intervalo de tempo entre o inicio e o fim da expansdo celular, quando a cultura atingiu
aproximadamente 80% de confluéncia. A formula supracitada foi obtida no website Roth V.
2006 Doubling  Time  Computing, disponivel em: http://www.doubling-

time.com/compute.php.
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3.6 Avaliacdo da expressao génica por PCR guantitativo em tempo real (RT-gPCR)

O RNA total foi extraido de 1x10° células durante a manutencéo das células em cultivo,
com o kit Qiagen® de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantificacdo de RNA
foi realizada por espectrofotometria (NanodropTM 1000, Thermo Fisher). A transcrigcdo
reversa para a sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 300 ng de
RNA, utilizando o sistema High Capacity (Applied Biosystems/ Life Technologies),
conforme protocolo do fabricante. A qPCR foi realizada utilizando o sistema de deteccao
Sybr Green Master MIX® (Thermo Fisher Scientific) no equipamento Line Gene 9660
(BIOER Technology, Hangzhou, Zhejiang, China). Para dados da expressdo génica, cada
amostra foi avaliada em triplicata técnica a partir da triplicata biologica (trés diferentes
passagens) e o software do equipamento calculou a variacdo do cycle threshold (Ct). A
formula 2" foi utilizada para calcular a amplificagdo relativa do gene alvo onde ACt = Ct
do gele alvo CXCR4 - Ct do gene normalizador GAPDH e AACt = ACt da linhagem MG-63 -
ACt de cada uma das células avaliadas (Tabela 2). A linhagem HeLa foi utilizada como

controle positivo de expressdo de mMRNA de CXCRA4.

Tabela 2. Sequéncia dos pares de primers para a PCR em tempo real e tamanho do produto.

Sequéncia Tamanho do produto
Gene o
(5->3) (pb)

S CAT GAG TCC TTC CAC GAT ACC A
GAPDH 93

as AAG ATC ATC AGC AATGCCTCCT

S ATG CAA TAG CAG GAC AGG ATG A
CXCR4 80

as TGG GTGGTTGTGTTCCAG TTT

pb: pares de bases. S: senso; as: anti senso
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3.7 Ensaio de imunofluorescéncia

Laminulas redondas de 13 mm de diametro (Perfecta, Sdo Paulo, SP, Brasil) foram
dispostas em placas de 24 pocos e tratadas com 10 ug/ml de fibronectina diluida em meio de
cultivo (Santa Cruz Biotechnology®, Inc., Dallas, TX, EUA) por 30 minutos e depois lavadas
duas vezes com PBS. Em seguida, as células primarias e as células das linhagens de
osteossarcoma foram semeadas sobre as laminulas e mantidas em estufa a 37°C e 5% CO; até
atingirem 70-80% de confluéncia. As células foram entdo fixadas com paraformaldeido a 4%
em PBS por 15 minutos a TA e posteriormente lavadas trés vezes com PBS por 10 minutos
em cada lavagem e permeabilizadas por 10 minutos com Triton X-100 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA) a 0,2% em PBS. A seguir, as células foram incubadas com tampdo de
blogqueio, composto por albumina sérica bovina (BSA, bovine serum albumin, Sigma-Aldrich)
a 5% em PBS por 1 hora a TA. Apds o tempo de incubacdo, a solucdo foi removida e as
células foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primario anti-CXCR4 humano
produzido em coelho (Santa Cruz, Clone H-118) diluido em solucdo de BSA a 1% em PBS na
proporcdo de 1:50. No dia seguinte, as células foram novamente lavadas com PBS por trés
vezes de 10 minutos cada e incubadas por 1 hora a TA com o anticorpo secundario anti-1gG
de coelho produzido em cabra conjugado ao fluorocromo Alexa Fluor® 546 (Invitrogen-
Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY, EUA) diluido em solu¢éo de
BSA a 1% em PBS na proporcao de 1:400. Apds a incubacdo, as células foram novamente
lavadas por trés vezes de 10 minutos cada com PBS e incubadas com DAPI na concentragdo
de 1,5pg/ml (4',6-diamidino-2-fenilindol, Santa Cruz) por 15 minutos e novamente lavadas
por 3 vezes de 10 minutos com PBS. Por fim, as laminulas foram dispostas em laminas com
solucdo de montagem Fluoromount™ (Sigma-Aldrich). O controle negativo foi realizado

com a incubacdo das celulas apenas com o anticorpo secundario. A linhagem HeLa foi
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utilizada como controle positivo de expressdo de CXCR4. As imagens das células foram
adquiridas em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E600, Minato-Ku, Toquio, Japéo)

e a analise foi realizada através do programa ImageJ.

3.8 Citometria de fluxo

Apds atingirem aproximadamente 70-80% de confluéncia, as células foram dissociadas
com solucdo de tripsina recombinante (TrypLE express, Gibco) por 5 minutos em estufa a
37°C e 5% de CO,. Ao fim da incubagcéo, todo o contelido foi transferido para um tubo cénico
e centrifugado a 413 rcf por 5 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e
as células foram lavadas duas vezes com tampédo de FACS (do inglés Fluorescence-activated
cell sorting) composto por PBS com 3% de SFB. Um total de 5x10° células foi incubado por
30 minutos com o anticorpo anti-CXCR4 humano conjugado com biotina (Clone 12Gb5,
Biolegend, San Diego, CA, EUA). Apds o periodo de incubacdo, as células foram lavadas
com tampdo de FACS, centrifugadas e incubadas com estreptavidina conjugada com
ficoeritrina (SAV-PE) (Biolegend) por 30 minutos a 4°C e protegidas da luz. O controle de
marcacdo inespecifica foi feito com a incubacdo de células que ndo receberam o anticorpo
primario biotinilado com SAV-PE. Apds o periodo de incubacdo com SAV-PE, as células
foram lavadas com tampdo de FACS, centrifugadas a 413 rcf e ressuspendidas em tampao de
FACS. Em seguida, as amostras foram analisadas no citometro BD Accuri C6® (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA). Foram adquiridos 100.000 eventos totais por condigéo e a
analise dos resultados foi feita no software do equipamento (BD Accuri™ C6 Plus). A

linhagem HeLa foi utilizada como controle positivo de expressdao de CXCR4.
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3.9 Ensaio de imunoadsorcéo enzimatica (ELISA)

As células foram semeadas em duplicata em placa de 6 pogos com meio completo e
mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Ao atingirem 50% de confluéncia, o meio foi
retirado e os pocos foram lavados 3 vezes com meio DMEM-F12. Em seguida foram
adicionados 900uL de meio DMEM-F12 e as placas foram mantidas em estufa a 37°C e 5%
de CO; por mais 72 horas. Ap6s o tempo determinado, o sobrenadante das células foi
coletado e centrifugado a 823 rcf por 5 minutos, a 4°C e congelado a -80°C até a realizagéo do
ensaios. Para quantificacdo de CXCL12 foi utilizado o kit Quantikine® ELISA (DSAQO,
R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) conforme as orientacGes do fabricante. Os valores de
CXCL12 obtidos das células primarias e das linhagens de osteossarcoma foram normalizados
pela quantidade de proteina total de seus respectivos sobrenadantes, a qual foi determinada
pelo método de Bradford para quantificacdo de proteinas (Bio-Rad Laboratories). Os

experimentos foram realizados em triplicatas.

3.10 Ensaio de viabilidade celular relativa por reducdo de MTT e calculo de 1Csg

O total de 5x10° células ressuspensas em 100 pL de meio DMEM F12 completo foram
semeadas por poco em placa de 96 pocos e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. ApoOs
atingirem a confluéncia de 70-80% (24 a 48 horas), 0 meio completo foi retirado e as células
foram incubadas em DMEM-F12 sem soro contendo os farmacos hidrocloreto de
doxorrubicina ou apenas o seu veiculo, DMSO, nas concentra¢@es de 0.001, 0.01, 0.1,1, 10 e
100 pM, por 24 horas; cloridrato de cisplatina (Sigma-Aldrich, P4394) ou apenas o seu
veiculo, NaCl a 0,9% (Equiplex Ind. Cmc. Produtos hospitalares, Distrito Federal, BR), nas
concentragdes de 0.001, 0.01, 0.1,1, 10, 100 e 1000 puM por 24 horas; e metotrexato (Sigma-

Aldrich, M9929) ou apenas o seu veiculo, NaOH a 0,1 M (Sigma-Aldrich), nas concentra¢des
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de 0.001, 0.01, 0.1,1, 10, 100 e 1000 uM por 48 e 72 horas em estufa a 37°C e 5% de CO..
N&o foi realizada a troca do meio durante o periodo de incubacdo com os farmacos. As
celulas utilizadas como controle foram mantidas somente em DMEM-F12 sem soro. Ao final
do tempo de incubacdo, o meio foi removido e as células foram incubadas por 2 horas com
solucdo de 5mg/mL de 3-(4,5- Dimetiltiazol-2-yl)-2,5- Brometo de Difeniltetrazolium (MTT)
(Sigma-Aldrich), diluido em meio de cultivo. Por fim, a solugdo de MTT foi removida, foram
adicionados 50uL de DMSO e a placa foi mantida sob agitacdo por 15 minutos. Em seguida,
a absorbancia foi mensurada no lumindmetro GloMax® (Promega, Madison, WI, EUA) com
filtro de leitura de 570 nm. O ensaio foi realizado com as amostras primarias e as linhagens de
osteossarcoma em triplicata bioldgica (células da mesma linhagem cultivadas em momentos
distintos). Os valores obtidos de cada cultura primaria ou linhagem celular, mantidas nas
condicdes supracitadas, foram normalizados pelo seu respectivo grupo controle (células
incubadas com DMEM-F12 sem soro), determinando-se, assim, a viabilidade relativa. O
calculo de ICsx foi realizado a partir dos valores da viabilidade relativa, utilizando o programa

GraphPad Prism 5 (GraphPad software, La Jolla, CA, EUA).

3.11 Anadlise histoldgica

Os processamentos histologicos foram realizados no Laboratério de Anatomia
Patologica do INTO. Resumidamente, as amostras de tumor priméario foram fixadas em
solucdo de formalina a 10% em &gua destilada por 24h. Em seguida, as amostras foram
desidratadas em concentracfes crescentes de alcool (80%, 90%, 95% e 100%), clarificadas
em xilol e incluidas em parafina. Cortes histologicos com 5um de espessura foram
desparafinizados em xilol, hidratados em concentracdes decrescentes de alcool (100%, 95%,

70%), lavados em &gua destilada e corados com hematoxilina e eosina. As imagens das
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laminas foram adquiridas em microscépio Nikon Eclipse E600 (Nikon, Minato-Ku, Téquio,

Japdo).

3.12 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism
versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego California EUA). Resultados de pelo menos trés
experimentos independentes foram comparados por One Way ANOVA seguida por pds-teste
de Bonferroni. Os dados foram representados como média + desvio padrdo ou média + erro

padrdo. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos pacientes

4.1.1  Células primarias

As células primérias foram isoladas de amostras tumorais de dois pacientes
diagnosticados com osteossarcoma classico central durante o procedimento cirurgico para a
ressecdo da lesdo (OS1) ou durante a realizacdo da bidpsia para confirmacdo diagnostica
(0S2). A caracterizacdo de ambas as culturas primarias foi realizada em estudos paralelos no
CTC, onde o primeiro foi publicado por Santos-Cavalcanti e colaboradores (2017) e o
segundo encontra-se em andamento. As caracteristicas demogréficas dos dois pacientes estao

descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Dados demogréficos dos pacientes (células primarias).

OS1 0S2
Idade o7 12
Sexo Feminino Feminino
Local da lesao Calcaneo esquerdo Extremidade distal da tibia
Tipo histolégico Classico central Classico central
Procedimento cirurgico Amputacao Biopsia
Metastase Nao Nao

6,3 5,7

Tempo de seguimento (meses)
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4.1.2  Aspectos radiograficos e histopatologicos dos tumores que originaram as celulas

primarias

A paciente OS1 apresentava lesdo comprometendo a porcdo posterior do calcaneo
esquerdo com extensdo para partes moles (Figura 6A). As amostras teciduais que originaram
as culturas primarias foram obtidas na peca cirdrgica proveniente de amputacdo transtibial.
Nos cortes histoldgicos do tumor foram observadas células neoplédsicas com aspecto
vesiculoso, nucleos pleomdrficos e hipercromaticos e com nucléolos evidentes. As células
tumorais mostravam relacdo com depdsitos de matriz ostedide, em areas parcialmente
mineralizadas (Figura 6B).

A paciente OS2 apresentava leséo litica excéntrica na metafise da tibia esquerda, com
destruicdo cortical e invasdo de partes moles (Figura 6C). As amostras teciduais que
originaram as culturas primarias foram obtidas durante a bidpsia para confirmacao
diagnostica de osteossarcoma. Nos cortes histologicos do tumor foram observadas células
neoplasicas com ndcleos volumosos, hipercromaticos e pleomorficos que infiltravam e
destruiam as traves de 0sso esponjoso adjacentes ao tumor (Figura 6D). Ambos 0s pacientes

desenvolveram osteossarcoma primario.
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Figura 6. Aspectos radiograficos e histopatoldgicos dos tumores que originaram as culturas
primarias. (A) Osteossarcoma classico central em paciente de 57 anos de idade (OS1) representado
por lesdo erosiva acometendo calcaneo esquerdo (seta branca) e as partes moles circunjacentes. (B) No
corte histologico séo observadas células neoplésicas atipicas, relacionadas com a produgdo de matriz
ostedide parcialmente mineralizada (seta preta, detalhe). (C) Osteossarcoma classico central em
paciente de 12 anos de idade (OS2) representado por lesdo litica excéntrica na metéfise proximal da
tibia esquerda (seta branca) com destruicdo da cortical e invasdo de partes moles. (D) No corte
histolégico sdo observadas células neoplésicas com nucleos hipercromaticos, pleomérficos (seta azul,
detalhe) que infiltram e destroem o 0sso circunjacente ndo tumoral. Radiografia em perfil (A) e
anteroposterior (C). (B e D) Cortes histoldgicos corados pela técnica da hematoxilina e eosina (H&E).
Aumento 20X e 40X (detalhe).

4.2  Aspectos morfologicos das células primarias de osteossarcoma
As células primarias OS1 e OS2 foram cultivadas in vitro em monocamada. As células
OS1 apresentaram morfologia fibroblastoide, nucleos grandes e ovalados, nucléolos

proeminentes com algumas células exibindo projecGes de membrana (lamelipddios) (Figura
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7A-B). As células OS2 apresentaram morfologia fusiforme, nucleos grandes e ovalados,
nucléolos proeminentes e foram observados inimeros lamelipédios (Figura 7C-D). Esses
aspectos morfologicos foram semelhantes aos observados na linhagem celular de
osteossarcoma MG-63 (Figura 7E-F). A linhagem SAQS-2, também utilizada nesse estudo,
apresentou morfologia triangular, nucleos grandes e ovalados e nucléolos proeminentes

(Figura 7G-H).
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Figura 7. Aspecto morfologico das células primarias e das linhagens de osteossarcoma. (A-B)
Células OS1 cultivadas em monocamada exibindo morfologia fibroblastoide/fusiforme, nlcleos
grandes e ovalados, nucléolos proeminentes com projec6es de membrana (lamelipédios) evidentes
(seta). (C-D) Células OS2 cultivadas em monocamada com morfologia fusiforme, nicleos grandes e
ovalados, nucléolos proeminentes com inimeros lamelipddios (seta). (E-G) As células provenientes
das linhagens MG-63 (E-F) e SAOS-2 (G-H) expandidas em monocamada tem morfologia
predominantemente triangular, ndcleos grandes e ovalados e nucléolos proeminentes. Microscopia de
campo claro. Barra de escala: 50 pum.
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O tempo médio de duplicacdo populacional foi calculado para avaliar a proliferacéo
das células primarias e das linhagens. As células OS1 e OS2 apresentaram, respectivamente,
tempo médio de duplicacdo de 75,70 horas (75,32 a 76,10) e 29,97 horas (26,12 a 33,50). As
linhagens MG-63 e SAOS-2 apresentaram tempo médio de duplicacdo populacional de 34,81
horas (31,82 a 37,14) e 48,92 horas (38,44 a 79,45), respectivamente. Ndo foram observadas
alteracdes morfologicas das células priméarias OS1 e OS2 ao longo da expansdo e o tempo

médio de duplicacdo populacional ndo se modificou (Tabela 4).

Tabela 4. Tempo médio de duplicagdo populacional (PD) das células primérias e das linhagens de
osteossarcoma.

Tempo medio )
) NuUmero de
Células de duplicacdo em horas Passagem )
. . experimentos
(minimo-maximo)

0s1 75,70 (75,32 - 76,10) 2-8 3
0S2 29,97 (26,12 - 33,50) 8-17 4
MG-63 34,81 (31,82 - 37,14) 2-10* 5
SAOS-2 48,92 (38,44 - 79,45) 1-6* 6

*contagem da passagem a partir do descongelamento.

4.3 Acdo dos agentes quimioterapicos sobre a viabilidade celular

Para avaliar a sensibilidade das células de osteossarcoma ao tratamento com o0s
quimioterapicos doxorrubicina (DOX), cisplatina (CIS) e metotrexato (MTX) foi realizado o
ensaio de viabilidade celular relativa por reducéo de MTT.

O tratamento com DOX acarretou em reducdo significativa da viabilidade relativa das
células OS1 a partir da concentragdo de 0,1 pM (p<0,05 vs. veiculo). As células OS2

mostraram um perfil mais resistente a acdo da DOX, com reducdo significativa da viabilidade
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relativa a partir da concentracdo de 100 uM (p<0,01 vs. veiculo). Para as linhagens MG-63 e
SAOS-2, a reducdo significativa da viabilidade ocorreu a partir da concentracdo de 1uM

(p<0,05 e 0,001 vs. veiculo, respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8. Ensaio de viabiliade celular relativa por reducdo de MTT ap6s tratamento com
doxorrubicina. As culturas primarias OS1 e OS2 as linhagens MG-63 e SAOS-2 foram tratadas por
24 horas com doxorrubicina (DOX) ou com seu veiculo (V DOX) nas concentra¢des de 0,001; 0,01;
0,1; 1,0; 10 e 100 uM. Viabilidade relativa a condicdo controle (células cultivadas apenas com meio
de cultura). Andlise estatistica: one-way ANOVA seguida de p6s-teste de Bonferroni. (*p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001). Resultados referentes a trés experimentos independentes

O tratamento com CIS resultou na reducdo da viabilidade relativa das células OS1 a
partir da concentracdo de 100 uM (p<0,001 vs. veiculo). Para as células OS2 e para as
linhagens MG-63 e SAOS-2 esse efeito ocorreu a partir de 100 uM, porém sé foi significativo
em relacdo ao veiculo na concentragdo de 1000 uM (OS2 p<0,05; MG3 e SAOS-2 p<0,001)

(Figura 9).
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Figura 9. Ensaio de viabiliade celular relativa por reducdo de MTT ap6s tratamento com
cisplatina. As culturas primarias OS1 e OS2 as linhagens MG-63 e SAOS-2 foram tratadas por 24
horas com cisplatina (CIS) ou com seu veiculo (V CIS) nas concentra¢des de 0,001; 0,01; 0,1; 1,0; 10;
100 e 1000 uM. Viabilidade relativa a condigdo controle (células cultivadas apenas com meio de
cultura). Analise estatistica: one-way ANOVA seguida de pOs-teste de Bonferroni. (*p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001). Resultados referentes a trés experimentos independentes.

O tratamento com MTX por 48 horas reduziu significativamente a viabilidade relativa
das células OS2 a partir da concentracdo 10 uM (p<0,05 vs. veiculo) e da linhagem SAQS-2 a
partir da concentracdo de 0,1 uM (p<0,01 vs. veiculo). O tratamento com MTX pelo mesmo
periodo de tempo e nas mesmas concentracdes ndo interferiu com a viabilidade das células
primarias OS1 e da linhagem MG-63. Com a ampliacdo do tempo de tratamento com MTX
para 72h, a reducdo da viabilidade relativa das células OS2 foi observada mais precocemente,
a partir da concentracdo 1 puM (p<0,01 vs. veiculo). A reducdo significativa da viabilidade
relativa das células SAOS-2 foi mantida na mesma concentragdo (0,1 puM; p<0,001 vs.

veiculo) do tempo de 48h. Apos 72h, as células OS1 e MG-63, que foram resistentes & acdo
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do MTX com 48h de tratamento, exibiram reducdo significativa da viabilidade relativa nas
concentracdes entre 10 e 100 uM para as celulas OS1 (p<0,05 vs. veiculo em ambas) e nas
concentragdes entre 1 e 10 uM para as células MG-63 (p<0,05 vs. veiculo em ambas) (Figura

10).
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Figura 10. Ensaio de viabilidade celular relativa por reducdo do MTT ap6s tratamento com
metotrexato. As culturas primarias OS1 e OS2 as linhagens MG-63 e SAOS-2 foram tratadas por 48 e
72 horas com metotrexato (MTX) ou com seu veiculo (V MTX) nas concentracGes de 0,001; 0,01; 0,1;
1,0; 10; 100 e 1000 puM. Viabilidade relativa a condicéo controle (células cultivadas apenas com meio
de cultura). Analise estatistica: one-way ANOVA seguida de p6s-teste de Bonferroni. (*p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001). Resultados referentes a trés experimentos independentes.
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Os dados dos ensaios de viabilidade celular relativa foram usados para calcular a
concentracdo necessaria para inibir metade da resposta maxima (ICsp) ao quimioterapico
(Tabela 5). As células OS1 apresentaram 0s menores valores de ICs, relacionados ao
tratamento com DOX, CIS e MTX (concentracbes de 0,40, 97,60 e 15,90 pM,
respectivamente) sendo, portanto, as mais sensiveis. As células OS2 apresentaram 0s maiores
valores de 1Cso para DOX (97,20 uM) e para MTX (2231 puM). A concentragdo encontrada
para a CIS (257,70 uM) foi inferior ao maior I1Cso encontrado nas células da linhagem SAOS-
2 (309 uM). A linhagem MG-63 foi a segunda mais resistente ao MTX (465,20 uM) e a
terceira mais resistente a CIS (228,40 uM), porém, apresentou sensibilidade a DOX (4,86
pM). Ja a linhagem SAQOS-2 foi a mais sensivel ao MTX (2,05 uM), a segunda mais sensivel
a DOX (1,36 uM), porém, a mais resistente a CIS (309 uM).

Tabela 5. Célculo da IC50 das células de osteossarcoma incubadas com 0s agentes quimioterapicos

doxorrubicina, cisplatina e metotrexato com os dados obtidos através do ensaio de viabilidade celular
relativa por redugédo de MTT.

IC,, (nM)
Tempo de Células
Farmaco incubacao
OS1 0S2 MG-63 SAOS-2
(horas)

DOX 24 0,40 97,20 4,86 1,36
CIS 24 97,60 257,70 228,40 309

48 - - 7743 1285
MTX

72 15,90 2231 465,20 2,05

DOX: doxorrubicina; CIS : cisplatina; MTX: metotrexato.
(-) N&o foi possivel realizar o célculo de ICsy, uma vez que 0 MTX ndo reduziu a viabilidade relativa
das células.
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4.4  Andlise da expressdo génica de CXCR4 nas células primarias de osteossarcoma.
Uma vez estabelecidas as culturas primarias OS1 e OS2 e caracterizado o nivel de
sensibilidade dessas células aos quimioterapicos, o passo seguinte foi investigar o perfil de
expressao de CXCR4. A linhagem MG-63 foi utilizada como controle. A expressdo génica de
CXCR4 foi menor na cultura priméaria OS1 em relacédo as células OS2 (p<0,01) e a linhagem
MG-63 (p<0,001). A expressdao nas células OS2 foi semelhante a da linhagem MG-63
(p>0,05). As células da linhagem SAQS-2 apresentaram menor expressdo de CXCR4 em

relacdo as células OS2 (p<0,01) e as células da linhagem MG-63 (p<0,001) (Figura 11).
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Figura 11. Expressao de mRNA de CXCR4 por PCR em tempo real em células de
osteossarcoma. One-way ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni ** p<0,01; ***p<0,001).
Resultados referentes a trés experimentos independentes.
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45 Avaliacdo da expressdo e da localizagdo de CXCR4 nas ceélulas primarias de
osteossarcoma por imunofluorescéncia.

O ensaio de imunofluorescéncia foi realizado com o intuito de avaliar a expresséo e a
localizacdo de CXCR4 nas culturas primarias de osteossarcoma. As células OS1 apresentaram
marcacdo fraca para CXCR4, tanto no nucleo quanto no citoplasma. Nas células OS2 a
marcacdo foi mais intensa do que nas células OS1, também sendo visto um padrao
homogéneo de marcacdo no nuacleo e no citoplasma. As células da linhagem MG-63
apresentaram marcacdo de CXCR4 menos intensa do que as células OS2. Por sua vez, a
linhagem SAOS-2 apresentou uma fraca marcacdo de CXCR4, que exibia aspecto granular e
se localizava predominantemente no nucleo na maioria das células (Figura 12). A incubacao
das células apenas com o anticorpo secundario (coluna controle do secundario — Figura 12)

ndo evidenciou ligacdo inespecifica do mesmo.
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4.6 Avaliacdo da expressdo de CXCR4 na superficie das células primarias de
osteossarcoma.

A avaliacdo do percentual da expressdo de CXCR4 na superficie das células OS1 e
OS2 foi feita por citometria de fluxo. Na figura 13 sdo mostrados os gréficos de dispersédo e
os histogramas de um Unico experimento com as células primarias e as linhagens de
osteossarcoma. A populacdo de interesse selecionada (gate) e a estratégia de delimitacdo dos
quadrantes s&o mostradas nesta figura.

Em todos os experimentos realizados, o percentual de expresséo de CXCR4 na
superficie das células OS1 foi menor do que 1% e variou entre 1,3 e 3,0% nas células OS2.
Nas células da linhagem SAQOS-2, a expressdo de CXCR4 foi observada em 1,5% do total de
células. O maior percentual de marcacao positiva foi detectado nas células da linhagem MG-

63 (5,2-35,2%) (Figura 14).
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Figura 13. Estratégia de analise da expressdo de CXCR4 por citometria de fluxo. Na primeira
coluna estdo representados os perfis de FSC X SSC (Forward scattering x side scattering) de cada
célula. A linha vermelha pontilhada delimita a regido da populacdo de interesse e o valor de “P”
representa o percentual de eventos contidos nesta regido. Na segunda coluna estdo representados 0s
dot-plots das células incubadas com estreptavidina (SAV) conjugada com ficoeritrina (PE) e que ndo
receberam o anticorpo primario anti-CXCR4 biotinilado. Esses dot-plots foram usados para definir os
quadrantes (linhas continuas vermelhas). Na terceira coluna se encontram os dot-plots das células
incubadas com o anticorpo priméario anti-CXCR4 e com SAV-PE. As células que se encontram a
direita da linha vertical do quadrante expressam CXCR4 em sua superficie (quadrantes direitos -
inferior e superior). Por fim, na quarta coluna os dados sao apresentados na forma de histograma, onde
a linha preta representa as células incubadas apenas com SAV-PE e a linha vermelha representa as
células incubadas com o anticorpo primério anti-CXCR4 biotinilado e com SAV-PE.
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Figura 14. Avaliacdo da expressdo de CXCR4 na superficie das células de osteossarcoma por
citometria de fluxo. As células primarias OS1 apresentaram menos de 1% de marcacdo positiva e nas
celulas OS2 o percentual variou entre 1,3 e 2,7%. A linhagem MG-63 apresentou 0 maior percentual
de marcacéo positiva para CXCR4 (5,2-35,2%) e as células da linhagem SAOS-2 apresentaram menos
de 1,5% de marcagdo positiva. OS1 n=2, OS2 n=3, MG-63 e SAOS-2 n= 4.

4.7 Quantificacdo da secrecdo de CXCL12 no sobrenadante de culturas de células de

osteossarcoma
O papel da secrecdo autocrina de CXCL12 na regulacdo da expressdao de CXCR4 foi

avaliado no meio condicionado das culturas celulares pelo ensaio de ELISA. A secrecdo de
CXCL12 pelas células OS1 foi 5,84 pg/mg (5,21-6,94) e de 8,31 pg/mg (1,66-19,61) pelas
células OS2. As células da linhagem MG-63 secretaram em média 2,96 pg/mg (0,87-4,04) de
CXCL12 e as células da linhagem SAOS-2 secretaram 8,97 pg/mg (4,45-17,45) (Figura 15).
Foi observada uma variacdo expressiva na quantidade de CXCL12 secretada pelas células
OS2 e pelas células da linhagem SAOS-2 nos diferentes experimentos. Ndo foi observada

diferenga significativa no padréo de secrecdo de CXCL12 entre 0s quatro grupos de células.
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Figura 15. Quantificagdo da secre¢do de CXCL12 por ELISA. As concentracfes de CXCL12
obtidas nos sobrenadantes das células primarias OS1 e OS2 e nas células das linhagens de
osteossarcoma MG-63 e SAOS-2 foram normalizadas pela quantidade de proteina total dos
respectivos sobrenadantes. Andlise estatistica: one-way ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni.
Resultados referentes a trés experimentos independentes.

Tabela 6. Resumo dos resultados de tempo médio de duplicagdo, ICs e expressdo de CXCR4.

OS1 082 MG-63 SAOS-2
Tempo de 75,7 29,97 34,81 48,92
duplicacio (horas)
IC,, DOX (24 h) 0,40 uM 97,2 uM 4,86 uM 1,36 uM
IC,, CIS (24 h) 97,6 uM 257,77 uM 228,4 uM 309 uM
IC,, MTX (48 h) - - 7743 uM 1285 uM
IC,, MTX (72 h) 15,9 uM 2231 uM 465,2 uyM 2,05 uM
Expressio CXCR4
(mRNA) 1 I t 1
Imunofluorescéncia marcacgdo fraca marcagao marcagao marcacao fraca
CXCR4 intensa intensa
Citometria CXCR4 <1% 1,3-3% 5,2-35,2% <1,5%
Secrecao CXCL12 5,21-6,94 1,66-19,61 0,87-4,04 4,45-17,45
(pg/mg)
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a relacdo entre 0 eixo CXCR4/CXCL12 e a menor taxa de
sobrevida de pacientes com osteossarcoma e 0s mecanismos de formacdo de metastase vem
sendo amplamente investigados (LAVERDIERE et al., 2005; PERISSINOTTO et al., 2005;
HUANG et al., 2009; NAMLOS et al., 2012; PARK et al., 2012; LIAO et al., 2013; LU et
al., 2015b) e a expressdo de CXCR4 em células tumorais também tem sido associada com
maior resisténcia aos quimioterapicos (CHEN et al., 2013; BHARDWA et al., 2014; LI et
al., 2015; ZHANG et al., 2015; CHEN et al., 2016; LI et al., 2016; XIE et al., 2017). Muitos
estudos avaliam a expressdo de CXCR4 diretamente no tecido tumoral de pacientes com
osteossarcoma (LIN et al., 2011; NAMLOS et al., 2012; LU et al., 2015a; REN et al., 2015),
porém, o tumor contém diversos tipos celulares além das células neoplésicas, como, por
exemplo, macrofagos e fibroblastos (BALKWILL, 2004; CHOW e LUSTER, 2014). Visto
iss0, ndo é possivel afirmar com precisdo que a expressdo de CXCR4 observada no tecido
tumoral é proveniente exclusivamente das células neoplésicas.

Uma alternativa viavel para modelo de estudo do osteossarcoma é a utilizacdo de
linhagens comerciais, estabelecidas ha mais de 45 anos (FOGH e TREMPE, 1975). Porém sua
variabilidade ainda é muito baixa em relagdio a gama de subtipos histolégicos de
osteossarcoma. As linhagens comerciais de osteossarcoma humano mais utilizadas (SAOS-2,
U20S e MG63) sdo provenientes de osteossarcoma classico central, isoladas a partir de
amostra tumoral de pacientes caucasianos (FOGH e TREMPE, 1975; HEREMANS et al.,
1978., LASCHI et al., 2015). Para atender aos requisitos da medicina personalizada, passou a
ser crucial o desenvolvimento de outros modelos de estudos que reproduzissem de forma
individualizada as variantes do osteossarcoma. Sendo assim, as culturas primarias surgiram

como uma boa alternativa para atender este objetivo. O estabelecimento de culturas primarias
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estd sendo abordado por diversos grupos na busca de um melhor entendimento dos fatores que
podem interferir com o prognostico, desenvolvimento de metastase e a resposta terapéutica do
osteossarcoma (MIRABELLO et al., 2009; PEREIRA et al., 2009; RUSSINOFF et al., 2011).
Apesar das dificuldades relatadas para o estabelecimento de culturas primarias, no nosso
estudo foi possivel estabelecer duas culturas primarias de osteossarcoma em
aproximadamente trés semanas. O fato de o0s pacientes serem virgens de tratamento
quimioterapico pode ter influenciado positivamente no sucesso do estabelecimento das
culturas. Os agentes quimioterapicos atuam induzindo a necrose tumoral e, com isso, reduzem
significativamente o numero de células viaveis no tecido (RICCI e ZONG, 2006). Outro fato
que deve ser salientado, que tem relacdo direta com o sucesso para o estabelecimento de
culturas primarias, é a quantidade de tecido tumoral disponivel para o isolamento celular. No
nosso estudo, apesar das limitagdes impostas pela fonte de obtencdo de tecido tumoral
(bidpsia em um dos pacientes), mostramos ser possivel isolar células e estabelecer a cultura
primaria, mesmo em condi¢des com restricdo do tamanho amostral.

A investigacdo diagnoéstica dos pacientes com suspeita de osteossarcoma € realizada
através de exames radiologicos (tomografia computadorizada e radiografia) e laboratoriais
(dosagem de fosfatase alcalina e GH), mas a confirmacdo diagndstica s é feita através do
exame histopatolégico (BIELACK et al., 2002; CAMARGO et al., 2012). O osteossarcoma
possui caracteristicas préprias que variam de acordo com o subtipo histolégico. O
osteossarcoma classico central osteoblastico, por exemplo, tem como principal caracteristica a
deposicdo de matriz osteoide pelas células neoplasicas, além de apresentarem as
caracteristicas morfoldgicas gerais comuns as células neoplasicas malignas tais como
alteracdo da relagé@o nucleo/citoplasma, pleomorfismo e hipercromatismo nuclear e figuras de

mitoses atipicas frequentes (KLEIN e SIEGAL, 2006; FLETCHER, 2013 ). Tais
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caracteristicas foram observadas em ambos 0s tumores que originaram as culturas primarias
OS1 e OS2, confirmando em ambos os pacientes o diagndstico de osteossarcoma classico
central, variante osteoblastica.

Ap0s o isolamento das células a partir das amostras dos tumores dos dois pacientes,
foi realizado o cultivo in vitro em monocamada. Ambas as culturas estabelecidas
apresentaram morfologia fibroblastoide, ndcleos grandes e ovalados, nucléolos proeminentes
e presenca de lamelipddios, semelhantes a linhagem de osteossarcoma MG-63 (HEREMANS
et al., 1978) e a cultura de célula primaria de osteossarcoma osteoblastico (OS5) estabelecido
por LASCHI e colabradores (2015). A linhagem SAOS-2 manteve o padrdo morfoldgico
anteriormente descrito por (FOGH e TREMPE, 1975; FOGH et al., 1977), com células de
aspecto triangular, nucleos grandes e ovalados e nucléolos proeminentes. A cultura primaria
OS2 apresentou 0 menor tempo médio de duplicacdo, semelhante ao da linhagem MG-63.
Células de osteossarcoma isoladas em outros estudos apresentaram um tempo médio de
duplicacdo 31,58 e 36 horas (2006; ZOU et al., 2008; LIU et al., 2016). A linhagem SAOS-2
apresentou tempo médio de duplicacdo maior em relacdo a MG-63 e OS2, porém de acordo
com os dados encontrados em outros estudos (42-53,77 horas) (TIAN et al., 2014; LASCHI et
al., 2015). Apesar de a cultura primaria OS1 ter apresentado o maior tempo médio de
duplicacdo, esse intervalo foi ainda menor que algumas culturas de osteossarcoma
estabelecidas em outros estudos(>80 horas), tais como OSA3-CSCs (GRAAT et al., 2006),
OS-5A, 0S-6, 0S-8, OS-11. 0OS-11A, 0S-12 e OS-12A (PALMINI et al., 2016), e também a
cultura de osteoblastos normais (99-167 horas) (YIN et al., 2003; LASCHI et al., 2015).
Portanto, as culturas primarias OS1 e OS2 possuem tempo médio de duplicacdo que esta de

acordo com culturas primarias e linhagens de osteossarcoma relatadas na literatura.
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O tratamento de pacientes com osteossarcoma inclui quimioterapia neoadjuvante,
remocao do tumor e quimioterapia adjuvante (JAFFE, 2014). Dentre 0s quimioterapicos
utilizados no tratamento do osteossarcoma, 0s mais comuns sdo doxorrubicina, cisplatina e
metotrexato em altas doses (JAFFE et al., 2002; RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2002;
FLETCHER, 2013b; JAFFE, 2014). Apesar do advento da quimioterapia no tratamento do
osteossarcoma, a taxa de sobrevida de pacientes que desenvolvem a doenca ainda é baixa,
principalmente em casos de doenca metastatica, e o indice de pacientes que desenvolve
recidiva e/ou metéstase é consideravelmente alto (PETRILLI et al.,, 2006; GELLER e
GORLICK, 2010; WHELAN et al., 2015). Estudos vem buscando compreender o0s
mecanismos de resisténcia ao tratamento quimioterdpico no osteossarcoma utilizando
linhagens celulares e culturas primarias como modelo de estudo (TRAMMELL et al., 2000;
BOURALEXIS et al., 2003; CHOU e GORLICK, 2006; GOMES et al., 2006; HUANG et al.,
2012). Com o objetivo de investigar a sensibilidade das células primarias e de linhagens
celulares aos quimioterapicos utilizados no tratamento de osteossarcoma (doxorrubicina,
cisplatina e metotrexato), realizamos o ensaio de viabilidade celular relativa por reducéo de
MTT e célculo de ICs

A doxorrubicina é um farmaco antraciclineo utilizado no tratamento de varios tipos de
cancer, como Leucemia Linfoblastica Aguda, Leucemia Mieloblastica Aguda, mieloma,
neuroblastoma, cancer de mama, endométrio, intestino, ovario, Utero, bexiga, figado, rins,
tiredide, pulmdo, linfoma de Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin, além do osteossarcoma
(ARCAMONE et al., 1969; THORN, 2012; JAFFE, 2014; RIVANKAR, 2014). Em nosso
estudo, a cultura primaria OS2 mostrou resisténcia ao tratamento com doxorrubicina por 24
horas, com 1Cso de 97,2 uM. Alguns fatores foram relacionados com a resisténcia de células

de osteossarcoma a doxorrubicina. Estudos apontam a associacdo entre a expressdo da
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glicoproteina-P e a resisténcia de células de osteossarcoma ao tratamento com doxorrubicina
(BALDINI et al., 1999; HE et al., 2014). A glicoproteina-P pertence a familia de proteinas
associadas a resisténcia a multidrogas (GATTI e ZUNINO, 2005). Outras linhagens de
osteossarcoma (MNNG/HOS e U2-0OS) também revelaram resisténcia a doxorrubicina, sendo
levantada a possibilidade dessa resisténcia estar relacionada a expressdo aumentada de
MDR1, uma proteina associada a resisténcia a multidrogas (GOMES et al., 2006). Um estudo
realizado com linhagem de osteossarcoma murino também evidenciou resisténcia ao
tratamento com doxorrubicina, associando com a maior expressao do receptor de quimiocina
CXCR4 (ADHIKARI et al., 2010).

Por outro lado, a cultura primaria OS1 e as linhagens MG-63 e SAOS-2 foram
sensiveis ao tratamento com doxorrubicina por 24 horas. Um estudo realizado por Luk e
colaboradores (2011) evidenciou a alta sensibilidade de linhagens de osteossarcoma a
incubacdo com doxorrubicina, onde o ICsq de MG-63, SAOS-2, SISA, U2-0S, HOS e 143-B
foi menor que 0,1 uM (LUK et al., 2011). A alta sensibilidade de SAOS-2 ao tratamento com
doxorrubicina também j& havia sido demonstrada anteriormente por Pasello e colaboradores
(2008), onde o valor de ICsq apds 96 horas de incubagdo foi de 0,09 uM (PASELLO et al.,
2008). Fujii e colaboradores (2009) demonstraram que a incubagdo com apenas 1 pM de
doxorrubicina por 48 horas é capaz de diminuir mais de 60% da viabilidade da linhagem MG-
63 cultivada em monocamada, corroborando a alta sensibilidade dessa linhagem ao farmaco.
Em contrapartida, os resultados de Serra e colaboradores (2004) evidenciaram menor
sensibilidade de SAOS-2 (IC50=6,5 uM) a doxorrubicina, em um tempo maior de incubacao
(96 horas) do que o que foi utilizado em nosso estudo (24 horas). Este padrdo nao uniforme de
sensibilidade ao tratamento com doxorrubicina observado no nosso estudo (células OS2 e

células OS1/linhagens) pode estar relacionado com as caracteristicas individuais de cada
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paciente/tumor. Este achado reforca a ideia de que as culturas primarias podem vir a ser
utilizadas no contexto da medicina personalizada como ferramentas para 0 monitoramento da
resposta terapéutica individual em pacientes com osteossarcoma.

A cisplatina € um agente alquilante amplamente usado no tratamento de diversas
neoplasias malignas, incluindo o osteossarcoma (EDMONSON et al., 1993; ZINSER et al.,
1994; FRANCIOSI et al., 1999; BACCI et al., 2003; OZOLS et al., 2003; AKCALI et al.,
2008; SILVER et al., 2010; JAYSON et al., 2014). Embora o osteossarcoma responda ao
tratamento com a cisplatina, pode ocorrer resisténcia, o que limita a sua eficacia (CHOU e
GORLICK, 2006). Apesar da sua importancia no tratamento do osteossarcoma, existem
poucos estudos relacionados aos mecanismos de resisténcia a sua acdo (GIACCONE, 2000).

Em nosso estudo, a maior resisténcia ao tratamento com a cisplatina foi observada nas
células da linhagem SAQOS-2, que apresentaram sensibilidade proporcional a concentragéo e
ao tempo tratamento. Serra e colaboradores (2004) e Pasello e colaboradores (2008)
demonstraram que a sensibilidade das células SAOS-2 a cisplatina aumenta (IC5,=109,9 uM e
IC50=0,42 uM, respectivamente) quando a incubacdo € feita por um periodo de tempo mais
longo (96 horas) do que o utilizado no nosso estudo (24 horas). Recentemente, foi relatado
que a resisténcia das células da linhagem SAQS-2 a cisplatina estd associada a alta expressao
de GSTP1-1 (glutationa S - transferase P1), uma isoenzima envolvida na desistoxicacao
xenobidtica (HUANG et al., 2007; PASELLO et al., 2008).

Nossos resultados mostraram resisténcia a cisplatina das células primarias OS2 e da
linhagem MG-63 quando tratadas por 24 horas, apresentando ICsy de 257,7 uM e 228,4 uM,
respectivamente. Estudos sugerem que a resisténcia de células de osteossarcoma a cisplatina
pode estar relacionada com a sensibilidade reduzida a apoptose induzida pelo farmaco,

aumento da extrusdo de farmacos, diminuigdo dos danos ao DNA e aumento de glutationa
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(ASADA et al., 1998; PEREGO et al., 1999; MARTELLI et al., 2007). Porém, nenhum
desses estudos é conclusivo quanto ao mecanismo(s) de resisténcia a cisplatina.

O metotrexato € um antimetabdlito e antifolato que penetra na célula através do
transportador de folato reduzido ou utilizando uma via endocitica ativada por um receptor de
folato, e é capaz de inibir a biossintese de purinas, necessarias para a producdo de DNA e
RNA (CHABNER e ROBERTS, 2005). Em experimentos in vitro, a resisténcia ao
metotrexato pode ocorrer através de diversos de mecanismos, tais como transtornos de
transporte celular via RFC (transportador de folato reduzido), aumento de dihidrofolato
redutase, uma enzima importante no metabolismo intracelular do folato e pela diminuicéo da
retencdo intracelular secundaria a diminuicdo da poliglutamilacdo (BERTINO, 1993). De
acordo com Li e Kaminskas (1984), o tratamento com metotrexato leva a morte celular pelo
acumulo letal de quebras de cadeia de DNA e pela ruptura de cadeias de DNA devido ao seu
reparo ineficiente que, por sua vez, resulta da inibicdo da sintese de timidilato e de
nucleotideos de purina. A cultura priméria OS1 e as células da linhagem MG-63 foram
resistentes ao tratamento com metotrexato apds 48 horas de incubagdo. Por ndo haver
diminuicéo significativa da viabilidade nas células tratadas com metotrexato em relagdo as
células tratadas somente com o veiculo, ndo foi possivel realizar o célculo de I1Cso. As células
OS2 e as da linhagem SAQOS-2 apresentaram sensibilidade a incubacdo por 48 horas com
MTX.

Para avaliar se a resisténcia das células OS1 e MG-63 a acdo do MTX poderia ser
influenciada pelo tempo de incubacdo, ampliamos o tempo de exposi¢cdo para 72 horas e
observamos que ambas, antes resistentes, desenvolveram sensibilidade ao farmaco

confirmando uma agdo tempo-dependente do MTX sobre as celulas. J& as células que
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mostraram sensibilidade ao MTX apds 48 horas (OS2 e SAOS-2), mantiveram o padrdo de
sensibilidade ap6s 72 horas de exposicao.

Pode-se afirmar que a sensibilidade das células utilizadas no presente estudo ao
metotrexato é tempo-dependente, como observado no estudo realizado por Pasello e
colaboradores (2008), onde células da linhagem SAQOS-2 apresentaram 1Csy de apenas 0,08
MM apbs 96 horas de incubagdo com metotrexato. Serra e colaboradores (2004) também
demonstraram a alta sensibilidade de SAOS-2 ao tratamento com metotrexato por 96 horas,
onde o valor de ICx foi de 13,3 uM.

O conjunto dos nossos resultados revelaram uma diversidade na resposta individual
das células a acdo dos agentes quimioterapicos utilizados na préatica clinica para tratamento de
osteossarcoma. As células OS1 foram altamente sensiveis a acdo de DOX e CIS e resistentes
ao MTX quando expostas a um tempo curto de incubacdo (48 horas), porém, sua resisténcia
foi atenuada com a ampliacdo do tempo de exposicdo ao metotrexato (96 horas). Por outro
lado, as células OS2 mostraram um perfil de alta resisténcia para 0s mesmos agentes
quimioterapicos. As células da linhagem SAOS-2 foram sensiveis a DOX e MTX e resistentes
a CIS; as ceélulas da linhagem MG-63 apresentaram resisténcia a CIS e MTX e foram
sensiveis a DOX.

E possivel que células com maior velocidade de crescimento sejam mais resistentes
ao tratamento com metotrexato, devido ao menor acimulo de quebras de cadeia de DNA (LI e
KAMINSKAS, 1984). Em nosso estudo, OS2 e MG-63 foram mais resistentes & acdo do
metotrexato no tratamento por 72 horas, 0 que pode ter ocorrido devido ao fato de serem
células de crescimento rapido, como pode ser observado no célculo de tempo médio de

duplicagéo.
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A sinalizacdo apoptdtica pode ser influenciada por varios mecanismos diferentes,
promovendo resisténcia a acdo dos quimioterapicos. Vias de sinalizacdo (IGF, Wnt, ERK,
PI3K, mTOR) que desempenham um papel no desenvolvimento do osteossarcoma podem
induzir resisténcia a tratamentos citotoxicos atraves de alteracdo na sinalizacdo de
sobrevivéncia. Existem evidéncias de que a interacdo entre células tumorais e o
microambiente, através de sinalizacdo de quimiocinas e seus receptores na superficie celular,
pode levar ao aumento da sinalizagdo de sobrevivéncia e, assim, conferir resisténcia ao
farmaco (CHOU e GORLICK, 2006; ADHIKARI et al., 2010; LEOW et al., 2010;
DIEUDONNE et al., 2012; MARION et al., 2012). Um mecanismo que poderia atuar nesse
processo seria através da ligacdo do CXCL12 ao CXCR4que, ao promover a ativacdo da via
NF-kB através do ERK, induziria a sinalizacdo anti-apoptotica nas células, resultando na
quimiorresisténcia (HUANG et al., 2009; ADHIKARI et al., 2010).

Uma vez estabelecidas as culturas primarias OS1 e OS2 e caracterizada sua
sensibilidade aos quimioterapicos, o passo seguinte foi investigar o perfil de expressdo de
CXCR4 dessas células. A investigacdo sobre a expressdao de mMRNA de CXCR4 em linhagens
de osteossarcoma humano ja foi descrita na literatura, incluindo a linhagem MG-63
(AKAZAWA et al., 2015; DRYNDA et al., 2017; JIANG et al., 2017). No nosso estudo
observamos que as células da linhagem SAQS-2 apresentaram menor expressao de mRNA de
CXCR4 do que as células da linhagem MG-63, o que esta de acordo com 0s resultados de
Jiang e colaboradores (2017). Em relagdo as culturas primérias estabelecidas no presente
estudo, observamos que a expressdo de mRNA de CXCR4 foi menor (OS1) ou semelhante
(0S2) as celulas da linhagem MG-63. A heterogeneidade na expressao de mMRNA de CXCR4
em células primarias de osteossarcoma ja foi descrita anteriormente (AKAZAWA et al.,

2015; XIE et al., 2017). Inameros fatores podem contribuir na variacdo da expressdo de
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CXCR4. Guo e colaboradores (2014) demonstraram que um importante fator que pode
participar dessa resposta € o microambiente hipdxico, modulando a expressdo de CXCR4
através do aumento da expressdo de HIF-1a.

Apols a avaliacdo da expressdo de mRNA de CXCR4 nas culturas primarias e
linhagens de osteossarcoma, avaliamos sua localizagdo através do ensaio de
imunofluorescéncia. As células OS1, que apresentaram maior sensibilidade ao tratamento
com quimioterapicos e possuem baixa expressdo de mRNA de CXCR4, apresentaram uma
marcacdo fraca para CXCR4, correspondendo ao mRNA. Nas células OS2 a marcacao foi
mais evidente do que nas células OS1, o que esta de acordo com a expressao de mMRNA de
CXCRA4. As células da linhagem MG-63 apresentaram marcacdo de CXCR4 menos intensa do
que nas células OS2. Por sua vez, a linhagem SAOS-2, que possui alta sensibilidade aos
quimioterapicos e sua expressdo de mRNA de CXCR4 foi baixa, apresentou uma fraca
marcacdo de CXCR4. Uma limitacdo do nosso estudo foi a impossibilidade de identificar a
localizacdo exata de CXCR4 nas células e a identificacdo do padrdo de granulacédo, clusters
ou vesiculas intracelulares. Idealmente, para melhor avaliar a localizagdo de CXCR4 nas
células, seria necessaria a aquisicdo de imagens em maior aumento, como realizado por Guan
e colaboradores (2015), onde foi possivel visualizar a alta expressdao de CXCR4 em células da
linhagem F5M2. O ensaio de imunofluorescéncia realizado por Akazawa e colaboradores
(2015) em linhagens de células mesenquimais evidenciou com clareza uma marcagdo intensa
de CXCR4, bem como sua localizacdo intracelular, mostrando que é possivel observar a
expressao de CXCR4 atraves desse ensaio.

Os receptores de quimiocina sdo funcionais quando se localizam na superficie celular
(HOMEY et al., 2002; ZLOTNIK et al., 2006; ZLOTNIK et al., 2011). Contudo, através da

técnica de imunofluorescéncia ndo é possivel avaliar especificamente a marcacdo de CXCR4
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na superficie das células. Em razdo disso, utilizamos a técnica de citometria de fluxo para
determinar o percentual de células CXCR4 positivas nas culturas OS1 e OS2. Assim, como
em outros estudos (PAOLETTI et al., 2001; PERISSINOTTO et al., 2005; LIAO et al.,
2015), houve variacdo na porcentagem de células CXCR4 positivas entre as culturas
primarias estabelecidas e as linhagens de osteossarcoma utilizadas em nosso estudo. A
linhagem MG-63 apresentou o maior percentual de células CXCR4 positivas e grande
variacao intra-experimento. A presenca de CXCR4 na superficie celular pode variar por conta
do nivel de confluéncia das células (PERISSINOTTO et al., 2005), sendo uma possivel
justificativa para a oscilacdo na porcentagem de células CXCR4 positivas em MG-63 intra-
experimentos.

A expressdo de CXCR4 também costuma ser avaliada através de imunohistoquimica,
onde geralmente € associada com a taxa de sobrevida do paciente, pior prognostico e
formacdo de metastase (LAVERDIERE et al., 2005; BAUMHOER et al., 2012; MA et al.,
2012; GUO et al., 2014; GUAN et al., 2015; LU et al.,, 2015a). Como perspectiva,
pretendemos avaliar a expressao de CXCR4 nos cortes histoldgicos de osteossarcoma cujas
culturas primarias foram estabelecidas em nosso estudo e comparar com os dados encontrados
nos experimentos in vitro. Também pretendemos avaliar a modulacdo da expressdo apds o
tratamento in vitro com os quimioterapicos utilizados nesse estudo e analisar a sensibilidade
das células primarias e linhagens de osteossarcoma apds o silenciamento de CXCRA4.

A ligacdo de CXCL12 ao receptor CXCR4 na superficie celular pode levar a sua
internalizacdo (CHENG et al., 2000; WURTH et al., 2014). Desta forma, a secre¢do autocrina
elevada de CXCL12 poderia reduzir a expressao de CXCR4 na superficie das células de
osteossarcoma. Ja foi relatado que células MG-63 realizam alta secrecdo de CXCL12

(60ng/mL) e tal fato foi relacionado com a baixa expressdo de CXCR4 nessas células
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(PERISSINOTTO et al.,, 2005). Jiang e colaboradores (2017) mostraram um perfil
heterogéneo de secrecdo de CXCL12 por células de osteossarcoma, porém, nao foi
evidenciada diferenca significativa de secrecdo da quimiocina por células MG-63 em
comparacdo a SAOS-2, ndo havendo correlacdo entre a variacdo da expressdo de CXCR4 e a
secrecdo de CXCL12. No presente estudo, investigamos a secre¢do de CXCL12 nas culturas
primarias OS1 e OS2 e nas linhagens MG-63 e SAOS-2 e todas apresentaram baixo nivel de
secrecdo de CXCL12 em relacdo ao nivel total de proteinas, ndo sendo encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Sendo assim, podemos afirmar que a baixa
expressdao de CXCR4 na superficie das células primarias e linhagens de osteossarcoma
utilizadas em nosso estudo ndo resultou de secrecdo autdcrina de CXCL12. Como segunda
perspectiva, pretendemos realizar ensaio de migracdo via incubacdo com CXCL12, a fim de
avaliar se a quimiocina tem capacidade de modular o potencial migratério das células

primarias utilizadas neste estudo.
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6

CONCLUSOES

O tempo médio de duplicacdo das culturas estabelecidas é condizente com culturas
primarias e linhagens de osteossrcoma;

As culturas celulares isoladas em nosso estudo a partir de osteossarcoma classico
central do subtipo osteoblastico apresentam, quando cultivadas monocamada,
morfologia semelhante a linhagens comerciais de osteossarcoma do mesmo subtipo;
O perfil de expressdo de CXCR4 em células isoladas de osteossarcoma humano e
expandidas in vitro e de células de linhagens comerciais é heterogéneo e pode resultar
da variabilidade do tumor e das caracteristicas individuais dos pacientes;

As células neoplésicas que apresentaram maior expressdo de CXCR4 mostraram
maior resisténcia a acdo in vitro dos quimioterdpicos doxorrubicina, cisplatina e

metotrexato.
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Rio de Janeiro, de de

Pesquisador responsavel: nome do pesquisador

Contato com o pesquisador responsavel:

Endereco: Divisdo de Pesquisa, Anexo 1V, INTO. Avenida Brasil, 500, S&o Cristovéo, Rio de
Janeiro, RJ. Telefone: (21) 2134-5300 / (21) 98662-3174.

e-mail: gabrieleribeiro.biologa@gmail.com

Responséavel pela aplica¢édo do termo

Assinatura e carimbo

Em caso de duvida quanto a conducéo ética do estudo, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do INTO/MS.

Endereco: Avenida Brasil n° 500, 9° andar — sala n® 4 — S&o Cristévdo — Rio de Janeiro
-RJ CEP: 20940-070  Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail:

cep.into@into.saude.qgov.br

Declaro que entendi os objetivos e condi¢fes de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar.

Participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa
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9 APENDICES

Apéndice A — Passagens das culturas de células usadas no estudo

Tabela 7. Tabela de passagens das culturas durante 0s experimentos.

Experimento 0Ss1 0S2 MG-63* SAQS-2*
Andlise de duplicacao 2-8 9-17 2-10 1-6
pepulacional

MTT 4-13 9-21 9-12 3-6
Rt-gPCR 6-13 11-17 5-9 2-6
Imunofluorescéncia 12 17 1 3
Citometria de Fluxo 12-13 11-14 2-11 2-6
ELISA 12-14 17-25 1-5 3-6

*Contagens de passagens das linhagens realizadas a partir do descongelamento
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