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RESUMO

LOPES, Ana Cristina de Sa. Avaliacdo do efeito do tratamento quimioterapico
sobre os eventos celulares relacionados com a metastase no osteossarcoma. Rio de
Janeiro, 2015. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema
Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia, Ministério da
Saude, 2015.

O osteossarcoma é o tumor maligno primario mais frequente do osso e afeta
principalmente os ossos dos membros inferiores de criangas e adolescentes.
Embora o tratamento quimioterapico seja realizado com a combinagéo de farmacos,
como doxorrubicina (DOX), cisplatina (CIS) e metotrexato (MTX), os pacientes
desenvolvem com frequéncia metastases e recidiva. A transigcdo epitélio-
mesenquimal (EMT) é um processo no qual as células epiteliais sofrem alteragdes
bioquimicas, assumindo o fendtipo de células mesenquimais, que pela maior
capacidade migratéria e maior potencial de invasdo esta relacionada com o
desenvolvimento de metastases. O objetivo geral deste estudo foi investigar a
ocorréncia de metastase em pacientes portadores de osteossarcoma e avaliar o
efeito do tratamento quimioterapico in vitro sobre processos celulares relacionados
com a metastase. Especificamente, analisamos (i) o momento da ocorréncia da
metastase em pacientes portadores de osteossarcoma em relagao ao tratamento
quimioterapico; (ii) a expressao de biomarcadores de EMT (E-caderina, claudina-1,
zona ocludina (ZO-1), snail, N-caderina, B-catenina, slug e vimentina) em células
primarias de osteossarcoma isoladas de seis pacientes antes e apds o tratamento
quimioterapico e (ii) o efeito in vitro de agentes farmacologicos utilizados em
protocolos de quimioterapia do osteossarcoma sobre a expressao dos
biomarcadores de EMT e sobre a migracdo celular em culturas primarias
estabelecidas a partir de amostras tumorais. As metastases ocorreram em 57,5%
dos pacientes, sendo que dentre estes em 73,7% ocorreu na vigéncia do tratamento
quimioterapico. A identidade o6ssea das culturas primarias foi conferida pela
expressao de osteoprotegerina. Nao houve diferengca na expressao dos marcadores
de EMT antes e depois da quimioterapia. Embora sem significancia estatistica,
houve redugéo na expressdo do marcador snail, E-caderina e ZO-1. Os marcadores
mesenquimais (B-catenina, slug) e epitelial (claudina-1) permaneceram estaveis ou
aumentaram ligeiramente (N-caderina e vimentina) depois da quimioterapia. No
experimento in vitro a maior expressdo de N-caderina e de vimentina ocorreu nas
células tratadas simultaneamente com todos os agentes. A maior expressao de snalil
e slug foi observada na exposigao isolada ao metotrexato. A expressao de B-
catenina nao diferiu entre os diferentes tratamentos. Embora os resultados do
presente estudo ndo nos permitam avancgar no conhecimento sobre os mecanismos
que controlam e regulam a evolugdo clinica do osteossarcoma, acreditamos que
demos o passo inicial no sentido de definir marcadores, que potencialmente possam
ser utilizados na caracterizacao biolégica das diversas variantes do osteossarcoma
e, desta forma, atuar com maior precisdo no acompanhamento clinico e biolégico da
doenca.

Palavras chaves: Osteossarcoma. Transicdo epitélio-mesenquimal. Metastase.
Sarcomas. Quimioterapia.
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ABSTRACT

LOPES, Ana Cristina de Sa. Evaluation of chemotherapy effect on cellular events
related to metastasis in osteosarcoma. Rio de Janeiro, 2015. Master Thesis.
(Master’s Degree in Science Applied to the Musculoskeletal System) — National
Institute of Traumatology and Orthopedics, Ministry of Health, 2015.

Osteosarcoma is the most common primary malignant bone tumor and affects mainly
the bones of the lower limbs in children and adolescents. Although chemotherapy is
carried out with a combination of drugs such as doxorubicin (DOX), cisplatin (CIS)
and methotrexate (MTX), patients often develop metastasis and recurrence.
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a process in which epithelial cells
undergo biochemical changes, assuming the phenotype of mesenchymal cell with
higher migration ability and increased potential for invasion and thus, to the
development of metastasis. The aim of this study was to investigate the occurrence
of metastasis in patients with osteosarcoma and evaluate the in vitro effect of
chemotherapy on cellular processes related to metastasis. Specifically, we analyzed
(i) the time of occurrence of metastasis in patients with osteosarcoma in relation to
chemotherapy; (ii) expression of EMT biomarkers (E-cadherin, claudin-1, occludin
zone (ZO-1), snail, N-cadherin, B-catenin, slug and vimentin) in isolated
osteosarcoma primary cells from six patients before and after chemotherapy and (iii)
the in vitro effect of pharmacological agents used in chemotherapy protocols for
osteosarcoma on the expression of EMT biomarkers and on cell migration both in
primary cultures established from tumor samples. Metastasis occurred in 57.5% of
patients and in 73.7% it took place during chemotherapy. Bone identity of primary
cultures was conferred by osteoprotegerin expression. There was no difference in the
expression of EMT markers before and after chemotherapy. Although not statistically
significant, there was a reduction in the expression of markers snail, E-cadherin and
Z0-1. The mesenchymal markers (B-catenin, slug) and epithelial marker claudin-1
remained stable or increased slightly (N-cadherin and vimentin) after chemotherapy.
In the in vitro experiment, most N-cadherin and vimentin expression occurred in cells
treated simultaneously with all agents. The greatest expression of snail and slug was
observed in isolated exposure to methotrexate. The [(-catenin expression did not
differ between the different treatments. Although the results of this study do not allow
us to advance in the knowledge about the mechanisms that control and regulate the
clinical progression of osteosarcoma, we believe that we have taken the first step to
define markers that may potentially be used in the biological characterization of the
different variants of osteosarcoma and thus operate with greater precision in
biological and clinical monitoring of the disease.

Keywords Osteosarcoma. Epithelial-mesenchymal-transition. Metastasis. Sarcomas.
Chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do osteossarcoma

As doencgas neoplasicas malignas ocupam o segundo lugar no Iindice de
Mortalidade do Brasil, sendo superadas apenas pelas doengas cardiovasculares
(CAMARGO, 2012). Os tumores 6sseos primarios constituem de 0,7% a 3% das
neoplasias (DAMRON et al., 2007; EYRE et al., 2010), sendo que os tumores ésseos
malignos tém incidéncia anual de 8,7 pacientes em 1 milhdo de pacientes com
menos de 20 anos. Os tumores malignos do osso constituem a terceira neoplasia
mais frequente em adolescentes e adultos jovens (LINK, 2002; PETRILLI et al.,
2006).

O osteossarcoma foi descrito pela primeira vez em 1805 por Dupuytren
(JADAO et al., 2013). Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), é definido
como “tumor ésseo maligno caracterizado pela formagao direta de osso ou ostedide
através da proliferagao de células tumorais” (WHO, 2013).

O osteossarcoma ¢é a oitava neoplasia maligna mais comum em criangas e
adolescentes, sendo precedido pelas leucemia (30%), pelos tumores do sistema
nervoso central (22,3%), pelo neuroblastoma (7,3%), pelo tumor de Wilms (5,6%),
pelo linfoma n&o Hodgkin (4,5%), pelo rabdomiossarcoma (3,1%) e pelo
retinoblastoma (2,8%) (OTTAVIANI e JAFFE, 2009). Dentre os tumores 6sseos, 0
osteossarcoma € o tumor maligno primario mais comum, representando
aproximadamente 20% de todos os sarcomas e 55% dos tumores 6sseos malignos
em criangas e adolescentes (DAMRON et al., 2007; MIRABELLO et al., 2009). Em
todas as idades, o género masculino € mais acometido do que o feminino na

proporgao de 1,5:1 (LONGHI et al., 2005), devido ao maior crescimento em estatura,
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periodo mais longo do crescimento e pela presenga de maior volume de tecido em
crescimento nos homens (FUCHS e PRITCHARD, 2002).

Na distribuicdo por faixa etaria, sdo observados dois picos de incidéncia. O
primeiro, € mais frequente, é o classico, que ocorre na segunda década de vida
(MIRABELLO et al., 2009), e que esta relacionado ao rapido crescimento 6sseo. O
segundo pico de incidéncia ocorre em individuos em torno de 60 anos de idade
devido ao osteossarcoma secundario a doenca de Paget ou a radioterapia
(MIRABELLO et al., 2009). A taxa de incidéncia varia conforme a faixa etaria. Até 24
anos, a ocorréncia é de 4,4 casos em um milhdo de pessoas, na faixa etaria de 25 a
59 anos € de 1,7 casos e acima dos 60 anos a taxa aumenta novamente para 4,2
(WHO,2013). Na faixa etaria acima de 60 anos, metade dos casos de
osteossarcoma estao relacionados com a transformacdo maligna da doenca de
Paget (WHO, 2013).

O osteossarcoma induzido por radiagao ionizante representa 2,7 - 5,5% de
todos os osteossarcomas (WHO, 2013). O intervalo entre a radiagao e o diagnostico
do sarcoma pode variar de 1 a 55 anos, com maior incidéncia em mulheres com
mais de 40 anos (UNNI e INWARDS, 2013). Raramente o osteossarcoma associa-se
a outras doencas, tais como displasia fibrosa, cisto 6sseo simples e tumor

lipoesclerosante mixofibroso ou ainda induzido por metalose (WHO, 2013).

1.2 Etiopatogenia

O mecanismo de desenvolvimento do osteossarcoma é complexo e a
etiopatogenia exata ainda é desconhecida. Em criangas e adolescentes, o
desenvolvimento do osteossarcoma esta associado a maior taxa de proliferacéo

celular na regido de crescimento 6sseo, o que sugere que fatores de crescimento
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possam ter papel importante na sua etiopatogenia (LONGHI et al., 2005).

A célula tronco-mesenquimal (MSC, do inglés mesenchymal stem cell) esta
relacionada com a génese dos tumores 0sseos, sendo possivel que eles se originem
a partir de mutagbes nessas células (VISVADER, 2011). No osteossarcoma, os
dados que sustentam essa hipotese sao provenientes de estudos in vitro (XIAO et
al., 2013) e de estudos com modelos animais transgénicos (LIN et al., 2009).

Por outro lado, existem evidéncias em murinos de que células da linhagem
osteoblastica em diferentes estagios de diferenciacdo, e ndo as MSC, sofrem
mutacdes e dao origem as células tumorais (MUTSAERS e WALKLEY, 2014).
Osteoblastos primarios de origem humana foram capazes de gerar células tumorais
apos superexpressdo de determinado oncogene PATANE et al. (2006). Em outro
estudo, as MSC derivadas da medula 6ssea foram capazes de formar tumores
apenas quando foi induzida a diferenciagcdo osteogénica, sugerindo que os
progenitores osteogénicos, mais do que as MSC indiferenciadas, sao as células que
originam o osteossarcoma (RUBIO et al, 2013). Os ostedcitos também ja foram
implicados no desenvolvimento do osteossarcoma (SOTTNIK et al., 2014).

Sindromes genéticas hereditarias associadas as mutacbées em genes
supressores de tumor também ja foram associadas ao desenvolvimento do
osteossarcoma (CALVERT et al.,, 2012). Dentre elas, a sindrome de Rothmund-
Thomson, a sindrome de Bloom, o retinoblastoma hereditario, a sindrome de Werner

e a sindrome de Li-Fraumeni (CALVERT et al., 2012).

1.3 Topografia do osteossarcoma

O osteossarcoma acomete a metafise dos ossos longos em 90% dos

pacientes, em 9% acomete a diafise e em 1% a epifise (KUNDU, 2014) (Figura 1-1).
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A predilecao pela regido metafisaria esta relacionada com a placa de crescimento,
onde ocorre rapida proliferagao celular (WHO, 2013). Com a progressao da doenca
e o crescimento do tumor, ocorre destruicao da placa epifisaria e invasao da epifise
(JESUS-GARCIA, 2013).

A relagdo entre o rapido crescimento 0sseo durante a puberdade e o
desenvolvimento de osteossarcoma ja foi descrita (COTTERILL et al., 2004). A altura
€ apontada como o fator de risco mais importante dentre diversos fatores, como
idade, idade gestacional, idade a puberdade, histéria familiar, massa corporal, peso,
malformagdes ao nascer e exposi¢cao pré-natal a radiagdo (GELBERG et al., 1997).
A articulagéo do joelho, composta pelo fémur distal (30%) e tibia proximal (15%), € a
regido mais acometida, seguida pelo umero proximal (15%) (LINK, 2002;
CAMARGO,2012). Em pacientes mais velhos, o osteossarcoma pode se
desenvolver na mandibula, pelve e coluna. O acometimento de ossos curtos de

extremidades é raro (WHO, 2013).

Epifise Proximal

Metdfise Proximal

Didfise (Corpo)

Metafise Distal

Epifise Distal = (&%
&

Figura 1-1 Esquema ilustrando as regiées anatdmicas dos ossos longos.
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1.4 Apresentacao clinica

As manifestagdes clinicas dos tumores Osseos em adolescentes ativos
geralmente sao atribuidas a traumas. Embora a histéria de trauma quase sempre
seja relatada, ndo desempenha papel na génese da doenga. O mais provavel é que
o trauma ocorra em uma area comprometida pelo tumor e transforme um tumor
assintomatico em sintomatico (JESUS-GARCIA, 2013). Os principais sintomas s&o
dor e aumento progressivo de volume local ou articular (ARNDT et al., 2012). Com a
progressao da doenga, a massa tumoral torna-se palpavel, mais dolorosa, podendo
ter aumento da temperatura local e circulagéo colateral evidente (Figura 1-2) (WHO,
2013). Mesmo nos tumores muito volumosos, raramente existe comprometimento do
estado geral do paciente. As fraturas patolégicas ndo sédo frequentes, mas a sua
presenga pode comprometer o progndéstico devido a possibilidade de disseminagao
local do tumor. No entanto, a presenca de fratura ndo modifica e nao inviabiliza o

protocolo de tratamento sistémico (JESUS-GARCIA, 2013).
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Figura 1-2 Aspectos clinicos do osteossarcoma. (A) Volumosa massa tumoral em coxa direita com a
presenga de veias dilatadas (circulagao colateral). (B) Massa tumoral na perna direita evidenciando
aumento de volume local. Fonte: arquivo pessoal.

1.5 Diagnéstico do osteossarcoma

O diagndstico precoce do osteossarcoma é fundamental para o controle local
da doenca e o estabelecimento da melhor conduta terapéutica no sentido de
aumentar a taxa de sobrevida dos pacientes (CAMARGO, 2012; JADAO et al.,
2013). Idealmente, o diagndstico definitivo deve ocorrer até 21 dias apos o inicio dos
sintomas (BIELACK et al., 2002).

A investigagcdo diagndstica é realizada por meio de exame radiografico do
local da lesdo e de exames laboratoriais. Em 50% dos pacientes, os niveis séricos
de fosfatase alcalina, que indica a atividade osteoblastica, estédo elevados (JADAO
et al., 2013). A avaliagdo bioquimica da fosfatase alcalina também pode ser utilizada
no acompanhamento evolutivo da doenga, uma vez que valores séricos aumentados
apds a ressecgao tumoral e quimioterapia podem indicar a presenca de doenca

metastatica ou de recidiva (SCHAJOWICZ, 2000).
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A gravidade do osteossarcoma € determinada através do estadiamento inicial
que ¢é realizado por meio de exames de imagem do tumor (radiografia, tomografia
computadorizada e ressonancia magnética), tomografia computadorizada de térax e
cintilografia éssea, que auxiliam na avaliagdo da extensao da leséo e a presenca de

metastases (UNNI e INWARDS, 2013).

1.6 Aspectos radiograficos do osteossarcoma

A apresentacgéo radiografica do osteossarcoma é variavel e depende do grau
de ossificacao e calcificagao tumoral. Os tumores podem ser completamente liticos
ou predominantemente escleréticos, dependendo do tipo histolégico, mas em geral
apresentam uma combinagdo dessas duas caracteristicas (UNNI e INWARDS,
2013). Os tumores predominantemente osteoblasticos apresentam areas de osso
esclerdtico conferindo o aspecto mais caracteristico do osteossarcoma (Figura 1-
3A). A presenca de reagao periosteal espiculada, irradiando perpendicularmente
com padrao “cabelo em pé” ou a partir de um ponto central, com uma aparéncia
tipica de “raios de sol” (Figura 1-3B e 1-3C) é altamente sugestiva de
osteossarcoma. Frequentemente o osteossarcoma € representado por lesao central
destrutiva com bordos irregulares que gradualmente destréi o osso cortical e invade
as partes moles (Figura 1-3C). Em alguns casos o crescimento tumoral pode induzir
a formagdo Ossea entre o periésteo e a cortical subjacente, principalmente em
criangas e adolescentes que apresentam o peridsteo espessado, gerando uma
imagem designada de “triangulo de Codman” (Figura 1-3C e 1-3D) (KUNDU, 2014).
Outros aspectos radiograficos caracteristicos do osteossarcoma sao as areas de lise
e de degeneragao cistica nas lesbes telangiectasicas (Figura 1-3E), focos de

calcificacdo e de mineralizagao (Figura 1-3F). A destruigdo 6ssea pode estar limitada
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a cavidade medular mas, em geral, também envolve a cortical, que na maioria dos
casos, esta rompida (JESUS-GARCIA, 2013). Estes achados radiograficos séo
frequentes, mas ndo sdo patognomodnicos do osteossarcoma. Podem ser
observados varios graus de densidade dentro do tumor, dependendo da producéo

de matriz ostedide calcificada e ossificada (KUNDU, 2014).

Figura 1-3 Apresentacdo radiografica do osteossarcoma. (A) Radiografia do terco distal do fémur
mostrando aspecto tipico do osteossarcoma com area de esclerose caracterizada pela produgéo de
0sso (seta). (B) Radiografia do ter¢co proximal do umero ilustrando o aspecto de “raios de sol” (seta).
(C) Radiografia do terco proximal do umero proximal evidenciando aspecto de raios de sol e “tridngulo
de Codman” (seta). (D) Radiografia em perfil do tergo distal do fémur mostrando reagéo periosteal
(seta). (E) Radiografia do ter¢go proximal do Umero mostrando o aspecto litico no osteossarcoma
telangiectasico (seta). (F) Radiografia do tergo proximal da tibia exibindo focos de calcificagédo (seta).
Fonte: arquivo pessoal.

1.7 Aspectos tomograficos do osteossarcoma

A tomografia computadorizada (TC) € um importante exame na avaliagao da

22



destruicdo e da produgao éssea por neoformagao reacional ou neoplasica. O grau
de extensdo tumoral extra-6ssea e a relagdo do tumor com as partes moles sao
demonstrados com preciséo pela TC (MUHEREMU e NIU, 2015) (Figura 1-4). No
paciente com osteossarcoma, a TC deve ser realizada de todo o osso acometido e
do térax para identificagdo de metastases. A TC realizada com reconstrugéao
tridimensional é util na avaliagao dos tumores localizados na coluna, bacia e regiao
escapular, facilitando a programacao da abordagem cirurgica e do planejamento de

reconstrugao (JESUS-GARCIA, 2013).

Figura 1-4 Tomografia computadorizada do osteossarcoma. (A) Aspecto caracteristico de destruicéo
Ossea (circulo vermelho) (B) Ruptura do osso cortical e invasdo para partes moles (seta). Fonte:
arquivo pessoal.

1.8 Aspecto do osteossarcoma em imagens de ressonancia magnética

A ressonancia magnética (RM) é um dos exames mais importantes no
diagnéstico do osteossarcoma. Quando analisada em conjunto com a TC, contribui
para a avaliagao tridimensional do tumor (Figura 1-5). A RM inclui imagens axiais e
um conjunto de imagens longitudinais nos planos sagital ou coronal, ponderadas
basicamente em T1 e T2, permitindo determinar com precisao o tamanho do tumor e

a sua localizagdo. O exame é de grande valor no diagndstico da invasao das partes

23



moles, na avaliacdo do comprometimento intramedular, na invasdo da placa de
crescimento e da epifise e para avaliar o comprometimento do feixe neurovascular
(HOLSCHER et al., 1992; MORLEY e OMAR, 2014). Devido a superioridade das
imagens obtidas pela RM em relagdo aos outros exames de imagem, o exame é
considerado fundamental para o estadiamento e planejamento cirargico do

osteossarcoma (GILLESPY et al., 1988; FOX e TROTTA, 2013).

Figura 1-5 Ressonancia magnética de paciente com osteossarcoma telangiectasico. (A) Massa
tumoral compromentendo o tergo distal da ulna com invasdo de partes moles adjacentes. (B)
Presenca de nivel liquido (seta) no interior da massa tumoral caracteristico do osteossarcoma
telangiectasico. Fonte: arquivo pessoal.

1.9 Cintilografia 6ssea no osteossarcoma

A cintilografia 6ssea com tecnécio- 99m evidencia regides do esqueleto com
atividade osteogénica e vascularizagdo aumentadas (Figura 1-6). E um exame
importante para o diagndstico de extensdo tumoral intra-6ssea, fornecendo
informagdes sobre a sua agressividade biolégica. A cintilografia 6ssea também
auxilia na deteccdo de metastases em outras regides onde haja producdo oOssea,
metastases salteadas, principalmente em fase inicial, especialmente de pequenas
dimensbes nao identificadas na radiografia simples e TC (JESUS-GARCIA, 2013;

MORLEY e OMAR, 2014).

24



Figura 1-6 Cintilografia 6ssea em osteossarcoma. Les&o localizada no joelho evidenciando o aumento
da captagédo do contraste na extremidade distal do fémur esquerdo, identificando a localizagéo e a
extensdo da massa tumoral. Fonte: arquivo pessoal.

1.10 Diagnéstico diferencial do osteossarcoma

Diversas lesdes 0sseas benignas e malignas sdo consideradas no diagnostico
diferencial clinico-radiografico com o osteossarcoma. Dentre as lesdes benignas
estao incluidas o calo 6sseo, a osteomielite subaguda, a miosite ossificante ativa, o
cisto dsseo aneurismatico e o granuloma eosinofilico. Dentre as lesbes malignas
estdo incluidos o tumor de Ewing, o fibrossarcoma e o carcinoma metastatico
(JESUS-GARCIA, 2013). Pelo fato dessas lesdes poderem ser similares sob o ponto
de vista radiologico e histopatologico € extremamente importante para o
estabelecimento do diagndstico diferencial, a correlagdo entre os aspectos
patolégicos, radiolégicos e clinicos, denominada como Triade de Jaffé (MEOHAS,

2004).

1.11 Aspectos anatomo-patoldégicos do osteossarcoma

Apesar do osteossarcoma apresentar diversos aspectos macroscopicos e
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diferentes padrdes histologicos (Figura1-7), a presenga de matriz ostedide tumoral é
condicao essencial para o seu diagnéstico (WHO, 2013).

A classificagao histolégica do osteossarcoma é fundamental para a definicao
da conduta terapéutica (FIGUEIREDO et al., 2013). Os tumores sao classificados de
acordo com sua localizagdo em centrais e de superficie e subdivididos em tipos
histolégicos conforme o predominio do tipo celular. Os osteossarcoma centrais sao
subdivididos em intramedular central de alto grau ou classico central, de pequenas
células (1,5%), telangiectasico (4%) e central de baixo grau (1-2%). O
osteossarcoma classico central tipo osteoblastico € o mais frequente (50%) seguido
pelos tipos condroblastico (25%) e fibroblastico (25%). Os osteossarcomas de
superficie sdo menos frequentes e sdo subdivididos em parosteal ou justacortical
(4%), periosteal ou condroblastico justacortical (2%) e de superficie de alto grau

(1%) (WHO, 2013).

1.11.1 Osteossarcoma central intramedular

O osteossarcoma classico central pode apresentar superficie branca-
acinzentada, avermelhada ou cinza-azulada. A consisténcia pode ser mole com
massas duras de material fibroso ou cartilaginoso de permeio e com quantidades
variaveis de calcificagdo e zonas irregulares de ossificagdo. Eles formam,
frequentemente, massas esclerdticas densas que ocupam a por¢ao mais central do
tumor. As areas de hemorragias, necrose e degeneracao cistica podem ser extensas
e, em geral, o tumor n&o se estende pela cavidade medular. Microscopicamente o
tumor é constituido por massas celulares compactas, com acentuado grau de
anaplasia. As células em geral possuem nucleos bizarros, hipercromaticos,

nucléolos proeminentes, com figuras de mitose e atipicas evidentes. As células com
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varios nucleos pleomorficos, hipercromaticos ou bizarros sdo frequentes (células
gigantes malignas). Além da deposicdo de matriz ostedide pelos osteoblastos
neoplasicos, em algumas regides do tumor pode ser observada a formagao tumoral
de outros tecidos mesenquimais como cartilagem, tecido fibroso e mixdide

(SCHAJOWICZ, 2000; WHO, 2013).

1.11.2 Osteossarcoma de pequenas células

Este tipo de osteossarcoma tem localizacdo intramedular metafisaria e
apresenta coloragdo branco-acinzentada, com aspecto de massa arenosa. Os
achados macroscépicos do osteossarcoma de pequenas células séo indistinguiveis
do osteossarcoma central. Microscopicamente a lesdo é constituida por células
pequenas, com nucleos pequenos e ovais e com citoplasma escasso, associado a
producao de ostedide. Com menor frequéncia este tipo tumoral apresenta células
fusiformes, com nucleos ovais pequenos, e nucléolos pouco evidentes

(SCHAJOWICZ, 2000; WHO, 2013).
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1.11.3 Osteossarcoma telangiectasico

O osteossarcoma telangiectasico se caracteriza por ser uma lesao
hemorragica multicistica, preenchida por coagulos sanguineos, classicamente
descritos como “bolsa de sangue”. Em geral existe extensa eroséo e destruigcdo da
cortical associada com o envolvimento de partes moles. Microscopicamente o tumor
€ composto por espagos cisticos com areas de anaplasia celular, frequentemente
associadas a células gigantes multinucleadas do tipo osteoclasto e com células
gigantes neoplasicas com alto grau de atipia. Os septos que separam 0s espagos
cisticos contém células pleomdérficas com nucleos hipercromaticos com figuras de
mitose atipica frequentes que também podem ser encontradas nas areas
hemorragicas. A formagdo de ostedide geralmente é focal e confluente

(SCHAJOWICZ, 2000; WHO, 2013).

1.11.4 Osteossarcoma Central de Baixo Grau

Macroscopicamente o osteossarcoma central de baixo grau € um tumor com
superficie branco-acinzentada e textura firme e arenosa, que se origina na cavidade
medular. Pode apresentar destruicdo da cortical com ou sem extensdo para as
partes moles. Microscopicamente o tumor €& hipo ou moderadamente celular,
caracterizado pela proliferacado fibroblastica relacionada com quantidades variaveis
de matriz ostedide. As células fusiformes sao organizadas em fasciculos ou em
feixes entrelagados que permeiam a cortical e o 0osso esponjoso. O aspecto geral é
de um tecido fibro-6sseo, com poucas atipias celulares e poucas figuras de mitose.

O padrao da produgdo éssea € variado e, em geral, é irregular com trabéculas
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O0sseas simulando o aspecto de displasia fibrosa (SCHAJOWICZ, 2000; WHO,

2013).

1.11.5 Osteossarcoma parosteal ou osteossarcoma justacortical

O osteossarcoma parosteal ou justacortical € representado por uma massa
lobulada dura de natureza primariamente 6ssea, com tamanhos variaveis e limites
bem definidos. Na regido periférica, pode apresentar areas constituidas por tecido
fibro-cartilaginoso. A maior parte do tumor é ossificada e compacta tendendo a ser
mais esclerética na base. Microscopicamente, a lesdo € constituida por estroma
fibroso composto por células fusiformes pouco pleomérficas e poucas figuras de
mitoses, relacionado com fibras colagenas. A extensa formagdo O0ssea apresenta
padrdo trabeculado bem organizado, constituida por osso imaturo em diferentes
fases de maturacdo. Os osteoblastos que circundam as trabéculas dsseas tém
morfologia fusiforme, podendo exibir nucleos pleomorficos e hipercromaticos

claramente malignos (SCHAJOWICZ, 2000; WHO, 2013).

1.11.6 Osteossarcoma periosteal ou osteossarcoma condroblastico justacortical

O osteossarcoma periosteal ou condroblastico justacortical se caracteriza
macroscopicamente por ser uma lesao lobulada e acinzentada pelo predominio de
matriz cartilaginosa. A base do tumor € mais firme devido as areas de calcificacéo e
ossificagado e, particularmente, tem pouco ou nenhum envolvimento da cortical
subjacente ou da cavidade medular. A superficie externa € bem delimitada do tecido
circunjacente por uma pseudocapsula, resultante do espessamento periosteal e de
fibrose reacional. Microscopicamente se caracteriza pela proliferacdo de células
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cartilaginosas atipicas, ocasionalmente com focos de matriz mixdide. As areas onde
ha deposi¢cao de matriz ostedide tumoral se assemelham ao osteossarcoma de grau

intermediario (SCHAJOWICZ, 2000; WHO, 2013).

1.11.7 Osteossarcoma de superficie de alto grau

O osteossarcoma de superficie de alto grau se localiza na superficie da
cortical 6ssea, onde causa erosdo. A consisténcia do tumor pode ser variavel
dependendo do predominio osteoblastico, fibroblastico ou condroblastico. O tumor
compromete as partes moles adjacentes formando uma massa lobulada circunscrita.
Microscopicamente exibe o mesmo aspecto histolégico do osteossarcoma central,
com um grau da atipia celular maior do que o osteossarcoma periosteal

(SCHAJOWICZ, 2000; WHO, 2013).
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Figura 1-7 Aspectos anatomo-patoldgicos das variantes do osteossarcoma. Osteossarcoma central
inframedular apresentando destruicdo da cortical e comprometimento das partes moles (A), e
caracterizado pela proliferagdo de células malignas pleomorficas (B). Osteossarcoma de pequenas
células localizado na metéfise distal da tibia comprometendo as partes moles adjacentes ao tumor (C)
e caracterizado histologicamente pela proliferagdo de células neoplasicas pequenas, redondas e com
pouco citoplasma, relacionadas com a produgdo de matriz ostedide parcialmente mineralizada (D).
Osteossarcoma telangiectasico permeando a cavidade medular, com areas cisticas hemorragicas (E)
delimitadas por septos contendo células neoplasicas com alto grau de anaplasia (F). Osteossarcoma
parosteal caracterizado por volumosa massa tumoral esclerética restrita a regido justacortical, sem
envolvimento da cavidade medular (G) se origina na camada externa do periésteo e é caracterizado
pela formagao de trabéculas ésseas com bom nivel de organizagdo em associacdo com células
fusiformes neoplasicas com baixo grau de atipia (H). Osteossarcoma periosteal localizado na
superficie do fémur distal entre a cortical e o periésteo (I) com componente cartilaginoso proeminente
(J). Osteossarcoma de superficie de alto grau localizado na superficie 6ssea comprometendo as
partes moles adjacentes e a cortical (K) onde se observa a infiltracdo de células neoplasicas de
aspecto fusiforme (L).
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1.11.8 Indice de Huvos

A resposta ao tratamento quimioterapico do osteossarcoma é avaliada
utilizando-se a graduacdo de Huvos (HUVOS, 1991), que quantifica na peca
cirurgica o indice de necrose das células tumorais apds a quimioterapia (LEE et al.,
1993).

Para a avaliacdo do grau de necrose e definigdo do Indice de Huvos é
necessario fazer o mapeamento da peca, em partes que serdo analisadas
individualmente (Figura 1-8) para determinar a porcentagem da extensdo da
necrose. Este percentual € dado pela média aritmética da soma de todas as partes
examinadas e tem relacao direta com a resposta ao tratamento quimioterapico.

Uma vez estabelecido o percentual de necrose, as lesdes sdo estratificadas
em grau | quando a necrose € minima ou inexistente e o paciente € considerado
como néo tendo respondido ao tratamento quimioterapico; grau Il quando a necrose
atinge a 50-90% da area tumoral e o paciente é considerado como tendo respondido
parcialmente ao tratamento; grau lll quando a necrose compromete mais de 90% da
area tumoral com identificacdo de células neoplasicas em focos isolados e grau IV
quando a necrose compromete 100% da lesdo ndo sendo mais evidenciadas células

neoplasicas (BACCHI et al., 2005).
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Figura 1-8 Esquema do mapeamento da peca cirdrgica para andlise do indice de Huvos no
osteossarcoma. (A) Pecga cirdrgica de osteossarcoma seccionada no seu maior eixo. (B) A peca é
fotografada para a confecgdo da grade de mapeamento. (C) Peca 6ssea seccionada conforme o
mapeamento. (D) Fragmentos prontos para serem processados para analise histologica seguindo
posicionamento do mapeamento. Fonte: arquivo pessoal.

1.12 Tratamento do osteossarcoma

Antes da década de 70, o tratamento do osteossarcoma consistia em
ressecgao cirurgica do tumor e estava associado a uma taxa de sobrevida de 10-
20%. Em 1976, Norman Jaffe publicou o primeiro estudo com a utilizacdo de
agentes quimioterapicos, principalmente o metotrexato em altas doses, em
pacientes com osteossarcoma metastatico, com elevagado das taxas de sobrevida
para mais de 30% apds 5 anos (JAFFE, 1976). A partir de 1970, varios estudos
randomizados mostraram que a associagdo da quimioterapia (QT) a cirurgia
melhorou significativamente os indices de cura, aumentando a taxa de sobrevida
para 75% em pacientes com osteossarcoma nao metastatico e para 25% em
pacientes com doenga metastatica (SPRINGFIELD et al., 1988; MERCURI et al.,
1991; BIELACK et al., 2009; GUISE et al., 2009; LEWIS, 2009; LI, X. et al., 2011;
JONES et al., 2012; SCHWAB et al., 2013; JAFFE, 2014). Apesar do progresso no
tratamento com a associagdo da quimioterapia, a sobrevida de pacientes com

doenca metastatica ainda é baixa. Nos ultimos 40 anos, sem o advento de novos
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farmacos quimioterapicos, a taxa de sobrevida € a mesma dos anos 70 (JAFFE,

2014).

Nas duas ultimas décadas, houve um grande avango nas técnicas cirurgicas e
na qualidade das proteses ortopédicas, representando uma importante contribuicao
para a qualidade de vida dos pacientes com osteossarcoma, que resultou na
redugcao da necessidade de amputagéo. A sobrevida livre de doenga em cinco anos
aumentou de 36% em 1980 para 67% no periodo de 2000 a 2004. Da mesma forma,
a taxa de cirurgia conservadora aumentou de 53% para 97% (AYERZA et al., 2010).
Atualmente o tratamento do osteossarcoma consiste na realizagdo de quimioterapia
nos periodos pré e pos cirurgico, definidos respectivamente como neoadjuvante e
adjuvante; e de cirurgia, com algumas variagbes dependendo do estadiamento

clinico do paciente (YAN et al., 2015).

1.12.1 Tratamento quimioterapico

O termo quimioterapia se refere ao tratamento de doencgas através do uso de
substancias quimicas que atuam sobre o metabolismo celular. O gas mostarda,
descrito no século XX, foi a primeira droga utilizada na quimioterapia do cancer. Na
poliquimioterapia é feita a associagao de varios farmacos citotoxicos que atuam com
diferentes mecanismos de acdo, e tém como objetivo atingir populagdes celulares
em diferentes fases do ciclo celular. Utilizar a agao sinergética dos farmacos diminui
o desenvolvimento de resisténcia e promove maior resposta por dose administrada.
Esta associacdo de dose e tempo de administracdo define o esquema
quimioterapico (JAFFE et al., 2013). O tratamento quimioterapico do osteossarcoma

€ indicado para os tumores classificados histologicamente como de alto grau.
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Os principais agentes quimioterapicos com eficacia estabelecida no
tratamento do osteossarcoma sdo a doxorrubicina (DOX), a cisplatina (CIS),
ifosfamida associada a ciclofosfamida, etoposideo e metotrexato (MTX) (MEYERS et
al., 2008). O tratamento do osteossarcoma se baseia principalmente na combinagao
desses farmacos, dependendo da malignidade da doenca (MARINA et al., 2009). A
CIS é um agente alquilante polifuncional que atua sobre células tumorais em todas
as fases do ciclo impedindo a replicagdo celular; o MTX é um agente que atua
inibindo a biossintese dos componentes essenciais do DNA e do RNA, impedindo a
multiplicagdo e a divisdo celular; a DOX é um antibiético com agao anti-tumoral e
citotoxica que atua através da interagdo com o DNA inibindo a sua sintese e,
consequentemente, o desenvolvimento tumoral e o etoposideo € um inibidor da
Topoisomerase tipo Il, atua interferindo na transcricdo e na replicagdo do DNA

A DOX e o MTX foram descritos no inicio da década de 70 (ANDO et al.,
2013) e a incorporagao da DOX no protocolo de tratamento do osteossarcoma foi
imediatamente aceita. O uso do MTX, no entanto, foi inicialmente discutido,
posteriormente foi rejeitado e, por fim, incorporado em altas doses ao regime de
tratamento. A combinacdo do MTX com outros farmacos se mostrou eficaz na
eliminacdo de metastases pulmonares, aumentou os indices de salvamento de
membros e a eficacia da radioterapia no tratamento paliativo e melhorou o controle
dos tumores inoperaveis (ANDO et al., 2013; JAFFE, 2014).

O tipo de tratamento empregado no osteossarcoma € um importante fator
para o prognéstico. Em 1991, foi iniciado o primeiro estudo para pacientes com
osteossarcoma utilizando a intensificacdo da DOX em cinco ciclos associada a CIS
ou ifosfamida na fase pré-operatéria, sem associacdo com altas doses de MTX e

com cirurgia realizada na 152 semana. A quimioterapia adjuvante constituia de sete
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ciclos de ifosfamida e etoposideo alternando com CIS e etoposideo. Em 1994,
iniciou-se o segundo estudo, onde a unica modificagado do protocolo foi a diminuigao
da quimioterapia adjuvante para quatro ciclos, totalizando 26 semanas de
tratamento. Em 1996, uma nova associacdo de drogas foi iniciada, enfatizando o
periodo neoadjuvante e intensificando o uso de compostos da platina. Foram
associadas duas drogas, uma cardioprotetora (dexrazone) para suprimir os efeitos
colaterais provenientes da infusdo rapida da DOX e a outra, amifostine, para
minimizar os efeitos nefrotdxicos e ototdxicos da CIS (FERMAN, 2010).

No Brasil, de acordo com o protocolo do Grupo Cooperativo Brasileiro de
Tratamento de Osteossarcoma (GCBTO), apds a confirmacado diagndstica do
osteossarcoma e estadiamento do paciente, a quimioterapia neoadjuvante é
realizada por dez semanas. A cirurgia ocorre na décima primeira ou décima segunda
semana, prazo este que pode ser estendido nos casos em que o paciente nao
apresenta condi¢des clinicas para o procedimento, pela imunossupressao causada
pela quimioterapia. Aproximadamente quatro semanas apds o procedimento
cirirgico € iniciada a quimioterapia adjuvante até em torno da 104% semana. Nos
casos da doenga metastatica pulmonar no momento do diagnédstico, o tratamento
quimioterapico adjuvante é realizado por seis semanas e na 207 semana é realizada
a toracotomia para resseccado dos nddulos pulmonares, sendo mantida por até 104
semanas (FERMAN, 2010).

Desde 2006, o GCBTO utiliza um esquema com altas doses de MTX, CIS e
DOX, em associacdo com um medicamento cadioprotetor. A eficacia da adicao de
um agente antiangiogénico para manutengdo da forma metronbmica, com
ciclofosfamida e MTX apdés o protocolo convencional para pacientes nao-

metastaticos e, durante o protocolo para pacientes metastaticos, foi mostrada em um
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estudo randomizado (PENNA, 2010). Contudo, esse novo protocolo de tratamento,

adotado desde 2006 pelo GCBTO, ainda esta em seguimento clinico.

1.12.11 Doxorrubicina

A DOX é um farmaco anticancer amplamente utilizado, com agao sobre as
células neoplasicas através de dois mecanismos (i) inibicdo da topoisomerase I,
interferindo na formagao do complexo topoisomerase |I-DNA e levando a quebras na
cadeia dupla de DNA e (ii) geracdo de radicais livres que lesam as membranas
celulares, o DNA e as proteinas intracelulares (D'ARPA e LIU, 1989; THORN et al.,
2011). No citoplasma, a DOX é oxidada a dox-semiquinona, um metabdlito instavel,
que é reconvertido a DOX em um processo que libera espécies reativas de oxigénio.
Esses compostos levam a peroxidagao lipidica e dano a membrana e DNA e ao
estresse oxidativo ativando as vias apoptéticas de morte celular. As moléculas
envolvidas com a reagdo de oxidacdo sdo NQO1 (NADH desidrogenase), NOS3
(6xido nitrico sintase) e XDH (xantina desidrogenase). Alternativamente, a DOX
pode entrar no nucleo e inibir a topoisomerase-Il (TOP2A), que esta relacionada aos
mecanismos de reparo do DNA, levando ao dano irreversivel do DNA e morte
celular. Com isso, a duplicacdo celular e a transcricio do DNA para RNA
mensageiro sdo bloqueados interferindo no processo de sinalizagdo celular (Figura

1-9) (SINHA e MIMNAUGH, 1990).
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Figura 1-9 Diagrama esquematico do mecanismo de agédo da doxorrubicina (DOX) sobre as células
neoplasicas. A DOX é oxidada a dox-semiquinona através das moléculas NQO1 (NADH
desidrogenase), NOS3 (6xido nitrico sintase) e XDH (xantina desidrogenase). Esta, por sua vez, é
reconvertida a DOX liberando espécies reativas de oxigénio, que levam a peroxidacao lipidica e dano
da membrana, do DNA e morte celular. A DOX também pode penetrar no nuicleo e inibir a
topoisomerase-1l (TOP2A), levando ao dano irreversivel do DNA e morte celular.

1.121.2 Cisplatina

A quimioterapia com CIS é frequentemente utilizada para o tratamento de
diversos tumores malignos, como adenocarcinoma de ovario (KIM et al., 2012),
tumores infiltrantes de bexiga (ARCANGELI et al., 2014), tumor de pulmao
(O'GRADY et al., 2014) e osteossarcoma (PETRILLI et al., 2006). A CIS é
transportada para o interior da célula ativamente ou passivamente através de
transportadores de cobre CTR1 e CTR2. A molécula inalterada pode ser
transportada para fora da célula pelos transportadores ATP7A e ATP7B, pode ser
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metabolizada pelas enzimas glutationa S-transferase (GSTM1 e GSTP1) e pode ser
transportada para o nucleo. No nucleo, interage e se intercala ao DNA formando
ligagbes cruzadas e desenrolando as hélices do DNA. Essa alteragdo no DNA
resulta na inibicdo da replicagado celular, podendo levar a apoptose e necrose.
Algumas proteinas como ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementation group 1),
XPA, XPD e XPF (Xeroderma Pigmentosum Complementation groups A, D and F)
fazem o reparo das ligagbes cruzadas formadas pela cisplatina que resulta no
aumento a resisténcia ao tratamento (Figura 1-10) (KUO et al.,, 2007; RABIK e

DOLAN, 2007).
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Figura 1-10 Diagrama esquematico do mecanismo de acdo da cisplatina (CIS). A CIS penetra na
célula por transporte ativo e passivo através de transportadores de cobre. Uma vez na célula, ela se
torna hidratada e carregada positivamente. Nesta fase, ela é capaz de interagir e intercalar o DNA da
célula tumoral, formando liga¢gdes cruzadas e promovendo o desenrolamento da dupla-hélice que
resultam na inibicdo da replicagdo do DNA, eventualmente desencadeando apoptose. CTR
(transportador de cobre), GSTM1 (enzima glutationa S transferase), GSTP1 (glutationa S-transferase
P), ATP (trifosfato de adenosina), ERCC1 (excission repair cross-complementation group 1), XPA
(xeroderma Pigmentosum Complementation group A, XPD (Xeroderma Pigmentosum
Complementation group B), XPF (Xeroderma Pigmentosum Complementation group F). Adaptada de
ROSE et al. (2014).
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1.121.3 Metotrexato

O MTX é uma molécula analoga ao acido félico, que atua como inibidor
competitivo da enzima acido félico redutase, responsavel pela conversdo do acido
félico em acido tetrahidrofélico. A inibicdo da sintese do acido tetrahidrofélico, por
sua vez, impede a sintese de coenzimas que atuam na biosintese das purinas
(adenina e guanina) e das pirimidinas (timina, citosina e uracila), levando ao

bloqueio da replicacdo do DNA (Figura 1-11) (OPHARDT e LOSEY, 2015).

Acido félico
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folato redutase

Metotrexato
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guanina adenina citosina timina uracil

NUCLEOTIDEOS

Mitose Celular

Figura 1-11 Diagrama esquematico do mecanismo de agdo do metotrexato (MTX). O MTX inibe a
enzima acido félico redutase, que converte o acido folico em acido tetrahidrofélico. Esta inibigao
impede a sintese de coenzimas que atuam na biossintese das purinas e pirimidinas, levando ao
bloqueio da replicagdo do DNA.

1.12.2  Tratamento cirurgico

O tratamento cirurgico do osteossarcoma é realizado apds a quimioterapia e
consiste de cirurgia mutiladora ou conservadora. Ao longo do tempo, as técnicas
cirurgicas evoluiram, aumentando a indicagdo de cirurgias com preservagao do

membro (conservadoras) (JESUS-GARCIA, 2013). Nos tumores muito agressivos,
41



volumosos e com envolvimento de estruturas nobres, como vasos e nervos, ou nos
casos de infecgao, deve ser feita a cirurgia mutiladora, que consiste na amputacgao,
desarticulagdo ou hemipelvectomia externa (MARINA et al, 2004; UNNI e
INWARDS, 2013).

O tratamento cirurgico com a preservagdo do membro pode ser realizado por
resseccao simples (nos casos dos tumores que nao invadem a medula 6ssea),
ressec¢gao com reconstrugdo utilizando enxerto autdlogo ou homoenxerto, por
alongamento 6sseo com transporte pela técnica de llizarov ou por endoprotese nao
convencional. Em geral, ndo € recomendado o uso de enxerto osteoarticular para
tumores de alto grau que necessitam de quimioterapia adjuvante em virtude do
maior risco de infecgago (MALAWER et al.,, 2003). A técnica mais utilizada é a
resseccgao tumoral com reconstrugao por endoprétese nao convencional. O algoritmo

do tratamento do osteossarcoma esta representado na figura 1-12.
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Figura 1-12 Algoritmo de decisdo no tratamento de pacientes com osteossarcoma. Adaptado de
JESUS-GARCIA (2013).
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1.13 Metastases do osteossarcoma

O osteossarcoma tende a desenvolver metastases pulmonares, linfonodais, e
metastases salteadas no proprio tecido 6sseo. A metastase, que consiste na
formacao de uma nova lesdo tumoral a distancia, a partir do tumor primario, € um
processo de multiplas etapas que inclui o extravasamento local de células, a sua
sobrevivéncia na circulagédo e a invasdo de um orgao secundario onde ocorre a
proliferacao e, assim, o estabelecimento do sitio metastatico (Figura 1-13) (NGUYEN

et al., 2009).

Destacamento da
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Fatores angiogénicos 4‘

Ex. VEGF, HGF
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@@/ Novo sitio
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Figura 1-13 Esquema ilustrando o processo da metastase. As células tumorais se dissociam do tumor
primario pela perda da capacidade de adesao célula-célula e invadem o estroma. Esse processo é
caracterizado pela liberagdo de substancias que degradam a membrana basal e a matriz extracelular
e pela supressao/expressao de proteinas envolvidas no controle da migracédo celular. A interacao
entre as células tumorais e o estroma circunjacente é importante para o desenvolvimento da
angiogénese tumoral. Os vasos sanguineos proximos ao tumor constituem a via preferencial de
entrada de células tumorais no sistema circulatério (processo de intravasamento). As células tumorais
no sistema circulatério sobrevivem ao sistema imune, interagem com as células endoteliais penetram
no endotélio e na membrana basal (processo de extravasamento) e as células tumorais que
sobrevivem proliferam no sitio secundario. VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular), HGF
(fator de crescimento de hepatdcitos). Adaptada de MARTIN e JIANG (2009).

Nesse processo, as quimiocinas interagem com receptores expressos nas

células metastaticas e desempenham um papel crucial na migragao celular para os
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sitios secundarios (MULLER et al,, 2001; HINTON et al., 2010). O receptor de
quimiocinas tipo 4 (CXCR4, do inglés Chemokine Receptor Type 4) € um receptor da
quimiocina CXCL12 que desempenha papel importante no direcionamento de
células tumorais metastaticas para sitios com alta expressao deste ligante (MULLER
et al., 2001). A superexpressdo de CXCR4 ja foi relatada em mais de 23 tipos de
tumores, incluindo neoplasias de mama, ovario, prostata e melanoma (BALKWILL e
COUSSENS, 2004).

O fator indutor de hipoxia (HIF-1a, do inglés Hypoxia-inducible Factor 1-
Alpha) é um fator de transcricdo envolvido na resposta celular a hipoxia e seu
envolvimento no crescimento tumoral ja foi demonstrado (MUNOZ-GUERRA et al.,
2009). No osteossarcoma ha evidéncias da participagao da via de sinalizagdo HIF-
1a/CXCR4 no potencial metastatico (LAVERDIERE et al., 2005; GUO et al., 2014;
GUAN et al., 2015). BRENNECKE et al. (2014) mostraram que além da maior
expressao de CXCR4 nas células metastaticas, o seu bloqueio inibe a formacao de
micrometastases. Outras moléculas como CXCR7 (GOGUET-SURMENIAN et al.,
2013; ZHANG et al., 2014), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (XIAO et al.,
2014), CXCL6 e CXCL4 (LI, Y. et al., 2011) também ja foram relacionadas com a

evolugdo tumoral e com o potencial metastatico do osteossarcoma.

1.14 Transicao epitélio-mesenquimal

A transicéo epitélio-mesenquimal do inglés epithelial-mesenchymal transition
(EMT), é um processo biolégico no qual as células epiteliais polarizadas, que
normalmente interagem com a superficie da membrana basal, sofrem altera¢des
bioquimicas assumindo um fendtipo de células mesenquimais, o que aumenta sua

capacidade migratoria, seu potencial de invasao, sua resisténcia a apoptose e a
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expressao e sintese de componentes da matriz extracelular (KALLURI e NEILSON,
2003; KALLURI e WEINBERG, 2009). Do ponto de vista celular, a transi¢cao se da
entre um morfotipo epitelidide, menos migratério, para um morfotipo fibroblastoide,
mais migratorio. Por muito tempo, este fendmeno foi chamado de desdiferenciagao e
definido por parametros morfolégicos e nao moleculares. Distintos processos
moleculares estdo envolvidos no inicio da transicdo como a ativacado de fatores de
transcricdo, expressao de proteinas de superficie, reorganizacdo e expressado de
proteinas do citoesqueleto, sintese de enzimas que degradam a matriz extracelular e
alteragdes na expressao de micro-RNAs. Com a EMT, as células tumorais adquirem
propriedades invasivas e desenvolvem caracteristicas de crescimento metastatico.
Esses eventos sao facilitados pela diminuicdo da aderéncia célula-célula dada pela
molécula E-caderina e pelo aumento da regulagao de proteinas mesenquimais, tais
como: vimentina, N-caderina e actina de musculo liso (YANG et al., 2013). Varios
fatores de transcrigdo da EMT (EMT-TFs), tais como: twist1, snail1, snail2 (também
chamado de slug), zeb1 e zeb2 também estdo envolvidos no processo da EMT e
desempenham um papel importante na ocorréncia de metastase (DE CRAENE e
BERX, 2013).

Os membros da familia do snail sdo fatores de transcricido necessarios
durante o desenvolvimento embrionario na formacdo do mesoderma, crista neural e
do sistema nervoso central (YANG et al., 2013). Eles induzem a EMT através da
regulagdo negativa da e-caderina, uma molécula chave para adesao célula-célula,
levando assim ao aumento da migragcdo celular, invasdo e progressédo tumoral
(CANO et al., 2000).

A EMT esta intimamente associada com a metastase, por ser um processo

dindmico desencadeado por estimulos provenientes do microambiente tumoral e por
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estar associada a varios fatores como: fator de crescimento epidérmico (EGF), fator
de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento de hepatdcito (HGF), fator
de transformacéo do crescimento B (TGFp), proteina morfogénica do osso (BMP),
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e citocinas. A expressao de snail e slug pode
ser encontrada na EMT. O efeito sinérgico do snail e da [B-catenina fornece as
células tumorais capacidade de sobreviver durante a disseminagdo e invasao
(WANG et al., 2013).

As caderinas sao glicoproteinas expressas na superficie celular envolvidas na
adesao e interagdo célula-célula através de uma ligagdo homofilica a célula
adjacente dependente do ion calcio (MOHAMET et al., 2011). A e(epitelial)-caderina
€ um membro da familia das caderinas tipo |, expressa especialmente por
queratindcitos, conhecida pelo importante papel na regulagdo da adesao intercelular
em tecidos epiteliais (BAGUTTI et al., 1998). Essa molécula de adesdo esta
localizada na superficie lateral das células epiteliais em uma regido de contato
célula-célula conhecido como juncdo aderente ou desmossdémica (GUILFORD e
WARSHAW, 1998). As caderinas se associam as cateninas, um grupo de proteinas
intracelulares, ativando mecanismos transdutores de sinais que regulam o
crescimento e diferenciagao celulares. Existem trés tipos de cateninas, a, § e y
(OZAWA e KEMLER, 1998). A B-catenina atua como um oncogene pela ativacéo
excessiva de genes que contribuem diretamente para a progressdo tumoral. A
desregulagdo da via Wnt da B-catenina € o evento chave na formagao de alguns
tumores incluindo colon, préstata, melanoma, carcinoma hepatocelular, e alguns
tipos de cancer de mama (WHITE et al., 2012).

Na célula tumoral, qualquer perda de adesdo € um passo importante para a

invasao tumoral. A reducéo ou auséncia de expressao de e-caderina, além de q, B e
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y cateninas em carcinomas primarios da mama estdo associadas com o
desenvolvimento de metastases (VAN ROY e BERX, 2008). A N-caderina € um
membro da familia das caderinas tipo I. Durante a transformagao maligna e a EMT,
as células epiteliais se tornam mais invasivas, fendmeno que esta associado a
diminuicdo da expressédo de e-caderinas e aumento da expressao de caderinas
mesenquimais, como a N-caderina e a caderina-11 (HAZAN et al., 1997; HAZAN et
al., 2000).

A vimentina € uma proteina responsavel pela manutencido da morfologia
celular, integridade do citoplasma e pela estabilizacdo do citoesqueleto. E
encontrada nas células mesenquimais de tecidos durante a fase de desenvolvimento
e responsavel pela manutencédo da integridade do tecido (COULOMBE e WONG,
2004). Ela esta associada com a invasao tumoral e prognéstico desfavoravel em
diversos tumores, incluindo cancer de mama, cancer de prostata, melanoma, e
cancer de pulmao (SATELLI e LI, 2011; LEHTINEN et al, 2013). Apesar da
vimentina estar mais expressa mais tardiamente no cancer, o seu papel na
regulagdo da malignidade ainda néo foi totalmente esclarecido.

As claudinas pertencem a uma familia de 27 proteinas que compdem as tight
junctions (jungdes de adesdo) das células epiteliais. As jun¢des de adesado sao as
jungdes intercelulares mais apicais nas células e estabelecem uma barreira que
controla a permeabilidade (difusdo paracelular de moléculas e ions) e mantém a
polaridade celular regulando assim a homeostase (KRAUSE et al., 2008). A perda
da fungédo das jungbes de adesdo pode levar a invasdo e metastase em diversos
tipos de cancer (MARTIN e JIANG, 2009).

A ocludina € uma proteina transmembrana com quatro dominios que

atravessam a membrana celular (FLETCHER e RAPPOPORT, 2014). A ocludina é
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recrutada para formacao de junc¢des de adesédo onde é coexpressa com a claudina-4
(SINGH et al., 2010).

Esses fatores podem ser utilizados como biomarcadores para identificar a
transformacao celular que culmina na degradagdo da membrana basal e na
formacao de uma célula com fenétipo mesenquimal que migra do tecido de origem
(Figura 1-14) (KALLURI e NEILSON, 2003). Assim, a EMT é caracterizada pelo
aumento de expressao de vimentina, snail, twist, slug, N-caderina e
metaloproteinases e pela redugdo de expressdao de E-caderina e ocludina

(VOULGARI e PINTZAS, 2009).

Células com fendtipo
intermediario

Fenotipo mesenquimal

ciules  TENGtipoepitelial |
epiteliais .

. ~ mesenquimais

UOUERRTTMY GOACIARRINY VOLROVIMY JO0cERM ,]”H g

Perda progressiva de marcadores
epiteliais (ligagdo célula-a-célula) e ganho
de marcadores mesenquimais
(motilidade)

Figura 1-14 Transicao epitélio mesenquimal (EMT). As células diminuem a expressao de proteinas de
adesao, caracteristicas do fendtipo epitelial, e aumentam a expressao de proteinas do fendtipo
mesenquimal, resultando na diminui¢cdo da ligagdo célula-célula e no aumento da motilidade celular.
Os biomarcadores comumente utilizados para identificar o fenétipo celular estdo identificados. ZO-1,
zona occludens tight junction protein 1; MUC1, mucina 1. Adaptada de KALLURI e WEINBERG
(2009).

Sao descritas trés ocasides em que ocorre a EMT. A EMT do tipo 1 esta
associada a implantagdo, embriogénese e ao desenvolvimento de 6rgédos e é
necessaria para a morfogénese. A EMT tipo 2 estda associada a regeneragédo e
fibrose tissular secundaria a inflamacdo e seu desencadeamento depende do

processo inflamatorio. Neste caso, as células mesenquimais ativadas geram grande
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quantidade de matriz extracelular rica em colageno. A EMT do tipo 3, por sua vez,
nao esta relacionada a processos fisioldgicos e ocorre durante o crescimento e a
progressao tumoral, quando as células da periferia do tumor sofrem o processo e
adquirem fendtipo mesenquimal e consequentemente ganham propriedade invasiva
e potencial metastatico. A inducao desse tipo é facilitada pelas alteracbes genéticas

adquiridas pelas células tumorais (KALLURI e WEINBERG, 2009).

1.14.1 Transi¢ao Epitélio-mesenquimal no osteossarcoma

O papel da EMT em sarcomas derivados do mesénquima ainda nao esta bem
fundamentado. A superexpressao de fatores autocrinos de motilidade na linhagem
celular de osteossarcoma MG-63 induz a EMT associdada ao aumento da
malignidade. O silenciamento desses fatores induz a transicdo mesenquimo-epitelial,
MET, do inglés mesenchymal-epithelial transition, associada a expresséo de
biomarcadores epiteliais como E-caderina e citoqueratinas, supressdo de
biomarcadores mesenquimais, como vimentina, inibicdo do crescimento e da
metastase tumoral em camundongos imunodeficientes e indugdo da diferenciagéo
das células em osteoblastos maduros (NIINAKA et al., 2010). Esses dados sugerem
a participagao do fenébmeno de EMT na malignidade do osteossarcoma.

Recentemente foi mostrado que as células telomerase-positivas
desempenham um papel nesse processo (YU et al.,, 2014). A expresséo génica do
twist2, um fator de transcricdo de EMT, foi inversamente relacionada ao potencial
tumorigénico em camundongos e a perda da expressao foi associada a progressao
do tumor (ISHIKAWA et al., 2013). Os autores mostraram que o twist2 inibe a
formagcdo de um microambiente favoravel ao crescimento tumoral e

consequentemente atenua a tumorigénese no osteossarcoma. O fator de regulagao
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do interferon 8 (IRF-8) e a expressdo de biomarcadores mesenquimais também
estdo relacionados a aquisicdo de fendtipo celular metastatico em células de
osteossarcoma. O IRF-8 aumenta a migragdo e invasao celulares via ativagao do
receptor de TGF-3. Além disso, os mesmos autores demonstraram a expressao de
IRF-8 e TGF-B no tecido tumoral em 45/54 (84%) e 47/54 (87%) amostras de
osteossarcoma, respectivamente (SUNG et al., 2014).

Os biomarcadores twist e E-caderina tém valor progndstico e preditivo em
amostras de pacientes portadores de osteossarcoma (YIN et al., 2012). Os autores
mostraram por imunohistoquimica maior expressdo de twist (31,8%; 34/107) e
menor expressao de E-caderina (20,6%; 22/107) no tecido de 107 pacientes com
metastase de osteossarcoma. Os pacientes com marcagao positiva de twist tiveram
menor sobrevida global e sobrevida livre de doenga quando comparados aos
pacientes com marcacado negativa. A expressao das proteinas TIM-3 (do inglés T
cell Ig- and mucin- domain-containing molecules), ativamente envolvidas com o
desenvolvimento tumoral, tem relacdo com a expressao dos biomarcadores de EMT
em células primarias de osteossarcoma (SHANG et al., 2013).

No osteossarcoma e em outros tumores, ha o envolvimento da enzima
transcriptase reversa da telomerase (hTERT) no fenébmeno de EMT, bem como na
auto-renovacao de células-tronco tumorais (CTT) (LIU et al., 2013). No tecido
tumoral, ja foi mostrado que a hTERT esta expressa em 30% dos osteossarcomas
primarios e que a sua presenca esta associada a recidiva tumoral bem como a
redugdo da sobrevida global (SANDERS et al.,, 2004). Células de osteossarcoma
telomerase-positivas apresentam maior expressao de diversos biomarcadores
mesenquimais, 2,6 vezes mais capacidade migratoria e maior capacidade de formar

sarcosferas in vitro (YU et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

O Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia (INTO) € o érgéo do
Ministério da Saude, referéncia em traumatologia e ortopedia. O Centro de
Oncologia Ortopédica do INTO é responsavel pelo tratamento cirurgico dos
pacientes portadores de tumores ésseos, dentre esses, o0 osteossarcoma. Este
tumor maligno do osso altamente agressivo acomete majoritariamente criangas e
adolescentes cuja sobrevida global € de 65% em cinco anos e de 25% para
pacientes com metastase. Salienta-se que as medidas terapéuticas adotadas no
tratamento do osteossarcoma, particularmente a quimioterapia, além do alto grau de
toxicidade néo estéo relacionadas com uma boa resposta clinica.

A compreensao dos mecanismos de formacao de tumores e de metastases
€ essencial para o desenvolvimento de estratégias que permitam melhorar a oferta
de tratamento do osteossarcoma.

O fendbmeno da EMT esta envolvido com a migragdo e invasao celular,
resisténcia a apoptose, expressao e sintese de componentes da matriz extracelular
e sua correlagdo com a ocorréncia de metastases ja foi demonstrada em
carcinomas. Considerando que o fendmeno EMT estad pouco fundamentado nos
sarcomas, a identificacdo dos indutores de EMT no osteossarcoma pode ser uma
estratégia para o controle da progressdao deste tumor. Visto que a doenga
metastatica acarreta em pior prognéstico no osteossarcoma, a possibilidade de
avaliar a capacidade migratéria e identificar marcadores modulados pelo tratamento
quimioterapico na populacdo de células neoplasicas que constituem o
osteossarcoma podera contribuir para ampliar o conhecimento sobre os mecanismos

de metastase neste tumor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Avaliar a ocorréncia de metastase em pacientes portadores de
osteossarcoma e o efeito do tratamento quimioterapico in vitro sobre eventos

celulares relacionados com a metastase.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Analisar o momento da ocorréncia da metastase em pacientes portadores de
osteossarcoma em relagao ao tratamento quimioterapico;

e Avaliar a expressao de biomarcadores de transicao epitélio-mesenquimal (e-
caderina, claudina-1, zona ocludina (ZO-1), snail, n-caderina, B-catenina, slug e
vimentina) em células primarias de osteossarcoma isoladas de pacientes antes e
apods o tratamento quimioterapico;

e Avaliar o efeito in vitro do tratamento das células primarias de osteossarcoma
com agentes farmacoldgicos utilizados em protocolos de quimioterapia do
osteossarcoma sobre a expressao dos biomarcadores de transicdo epitélio-

mesenquimal e sobre a migracao celular.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado no INTO com participagédo do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), tendo sido aprovado pela Comiss&o de Etica em Pesquisa de ambas
as Instituicdes (ANEXOS | e Il). Os pacientes foram atendidos no ambulatério do
INTO e apo6s confirmacdo diagnostica foram encaminhados ao INCA para
acompanhamento clinico e tratamento quimioterapico, seguindo o protocolo do
GCBTO, fazendo uso de DOX, CIS e/ou MTX. O tratamento cirurgico foi realizado no
INTO ou no INCA. Os participantes foram incluidos mediante a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do proprio ou do responsavel legal, no

caso de menores de idade (APENCIDES | e II).

4.2 Pacientes e coleta das amostras

Foram incluidos no estudo todos os pacientes encaminhados para o Centro
de Oncologia Ortopédica (CONCO) do INTO no periodo de 2012 a 2014 e
submetidos a biopsia de lesdo éssea com suspeita clinica de osteossarcoma e os
que realizaram ressecgao tumoral apos o tratamento quimioterapico neoadjuvante
no INCA. Tanto o procedimento da bidpsia 6ssea como o da ressec¢ao da lesdo sao

etapas do protocolo de abordagem e tratamento do paciente com osteossarcoma.
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4.2.1 Amostra obtida por bidpsia

A biopsia 6ssea do tipo percuténea, foi realizada no centro cirurgico, sob
efeito de anestesia local e sedagdo, com agulha de biopsia de medula éssea tipo
Jamshidi com diametro interno de 3 mm. As amostras foram obtidas com a
orientacdo de intensificador de imagem de regides do tumor distantes das areas
centrais de necrose e da periferia de lesao (Figura 4-1). Um fragmento da amostra
foi encaminhado ao Centro de Tecnologia Celular (CTC-INTO) para isolamento e
expansao celular in vitro. Os demais fragmentos da amostra foram encaminhados
para a Unidade de Anatomia Patolégica (UANAT) para processamento e diagndstico

histopatoldgico (Figura 4-2).

4.2.2 Amostra obtida da pega cirurgica

Cerca de duas semanas apds o término do tratamento quimioterapico, os
pacientes eram encaminhados para o tratamento cirdrgico. Apds a resseccgao
tumoral, através de cirurgia conservadora ou mutiladora, ainda no centro cirurgico,
eram retirados em média duas amostras representativas da lesdo, da mesma forma
(agulha de bidpsia de medula 6ssea tipo Jamshidi com didmetro interno de 3 mm)
que no procedimento de biopsia (Figura 4-1D). O processamento laboratorial das
amostras provenientes da peca cirurgica foi 0 mesmo das amostras provenientes

das biopsias.
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Figura 4-1 Procedimento de coleta de amostras durante a biopsia e a ressecgdo tumoral. (A)
Anestesia local com xilocaina 2%. (B) Introducdo da agulha de bidpsia no osso. (C) Radioscopia
mostrando o posicionamento da agulha de bidpsia. (D) Coleta de amostra da pega cirurgica apos
ressecgao tumoral.

v A

Figura 4-2 Amostra de tecido tumoral. (A) Fragmento encaminhado para processamento
histopatolégico. (B) Amostra encaminhada para isolamento e expanséo celular in vitro.
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4.3 Isolamento e Manutencao das Células Derivadas de Osteossarcoma

4.3.1 Células primarias

As amostras do tecido tumoral proveniente das bidpsias (pré-QT) ou da peca
cirurgica (p6s-QT) foram lavadas com solugao salina tamponada (PBS) com 0,6% de
glicose até a completa eliminagdo de residuos de sangue. Posteriormente, a
amostra foi fragmentada mecanicamente e digerida enzimaticamente com 200 uL de
Colagenase tipo Il 2,5% por 12 horas em estufa a 37°C, 5% CO, em 800 pL de meio
de cultura base acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina. Apés o tempo de
incubacdo o material foi fragmentado novamente e a suspensao resultante foi
centrifugada a 413g por 3 minutos. A massa celular foi tratada com 2 mL de tamp&o
de lise de hemacias gelado (ACK Lysing Buffer, Gibco), incubada em gelo por 3
minutos, lavada com com PBS gelado e novamente centrifugada por 3 minutos a
413g a 4°C. Por fim, a massa celular foi ressuspendida com 1000 yL de meio de
cultivo suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e 1% de
penicilina/estreptomicina e passada em um filtro de nylon com poro de 70 uym (Cell
strainer, BD). A base do meio de cultura utilizada foi DMEM-F12 (Dulbecco's
Modified Eagle Medium com nutriente F-12, Gibco) ajustado com 3,7 g/L de
bicarbonato de sédio (Sigma). Uma vez feito o isolamento das células, 3,3x10°
células foram cultivadas em garrafa de cultura com DMEM-F12 suplementado com
10% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina (0,5 mg/mL, Sigma). O
acompanhamento do isolamento foi feito duas vezes por semana até que a cultura
estivesse estabelecida. As células foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,.

As culturas celulares primarias de osteossarcoma foram expandidas até a décima
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primeira passagem para a realizagdo dos experimentos. Ao longo do estudo as

células foram criopreservadas a -196°C.

4.3.2 Células de linhagem de banco de células

Duas linhagens comerciais de osteossarcoma foram obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro, as linhagens MG63 e Saos2. As linhagens foram
mantidas in vitro sob as mesmas condi¢gdes das células primarias (descrito item

4.3.1).

4.4 Imunocitoquimica

Foram cultivadas 5x10* células em meio DMEM-F12 suplementado com 10%
de SFB em laminulas de vidro previamente cobertas com Poli-lisina. Apos 24 horas,
as células foram lavadas com PBS 1X e fixadas com paraformaldeido 4% durante 15
minutos e lavadas com PBS 1X. As células foram permeabilizadas com Triton 0,02%
durante 5 minutos, lavadas com PBS 1X, e o bloqueio foi realizado com albumina
sérica bovina (BSA) 5% por 30 minutos. Apds lavagem, as células foram incubadas
por 12 horas em cadmara Gimida a 4°C com o anticorpo primario anti-osteoprotegerina
humana (Abcam) diluido em BSA 1%. Apds esse periodo, as laminas foram lavadas
com PBS 1X e as células incubadas com o anticorpo secundario (Abcam) em
camara umida por 2 horas ao abrigo da luz. A marcagao nuclear foi realizada com
DAPI por 1 minuto e as laminulas foram colocadas sobre laminas de vidro com o

meio de montagem Fluoromount® (Sigma).
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4.5 Ensaio de Migracao Celular

Para avaliar o efeito da quimioterapia sobre o potencial migratério das células,
foi realizado o ensaio de migragao celular nas culturas celulares pré e pos-QT
mantidas até a décima primeira passagem. Foram semeadas 1,5x10° células por
poco, em placa de 24 pocos em meio de cultivo DMEM-F12 suplementado com 10%
de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina (0,5 mg/mL) seguido de incubagdo em
estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds confluéncia, o meio de cultivo suplementado foi
substituido por meio DMEM-F12 base sem suplementacédo e as células incubadas
por 24 horas. Posteriormente, foram adicionados 10 puM de citosina [(-D-
arabinofuranosideo (ARA-C, Sigma) e as células foram incubadas nas mesmas
condigdes por mais 24 horas. O meio de cultivo foi removido e foi realizado um risco

vertical centralizado com ponteira plastica de 10 yL em cada pogo (Figura 4-3).

Figura 4-3 Esquema do ensaio de migracdo celular. E realizado um risco vertical centralizado com
uma ponteira plastica de 10 uyL na monocamada celular de cada pogo. Adaptada de Vedula et al.
(2013)

Os pocos foram lavados duas vezes com PBS 1X e o risco foi fotografado em
microscopio de contraste de fase Nikon TS100 (Nikon, Japan), sendo considerado o
tempo zero (tempo Oh). As células foram entdo tratadas por 24hs, com a
concentracdo de 100 uM de cada quimioterapico em duplicatas, padronizada no

ensaio de viabilidade celular, a saber hidrocloreto de doxorrubicina (Sigma, D1515),
59



cloridrato de cisplatina (Sigma, P4394) e metotrexato (Sigma, M9929) isoladamente
ou em conjunto e incubadas por 24 horas a 37°C, 5% CO,. Paralelamente, as
células foram tratadas com o veiculo de cada quimioterapico, no mesmo volume do
tratamento, a saber, glicose 5% (veiculo da DOX), cloreto de sédio 0,9% (veiculo da
CIS) e hidréxido de soédio 1M (veiculo do MTX). Dois pogos foram utilizados como
controle, apenas com o meio de cultura (Figura 4-4). Apés o periodo de 24 horas de
exposicao aos quimioterapicos ou aos veiculos, o risco foi novamente fotografado
para avaliacdo da migracao celular (tempo 24h). Os pocgos foram fotografados em
microscopio Optico com aumento de 40X e o local fotografado foi feito uma
marcagao com caneta dermografica, para a obtencdo do mesmo ponto nas

fotografias posteriores.
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Figura 4-4 Desenho esquematico do tratamento das células para ensaio de migracdo em placa com
24 pocos. Cis: cisplatina, Dox: doxorrubicina, Mtx: metotrexato, V.Cis: veiculo cisplatina, V.Dox:
veiculo doxorrubicina, V.Mtx: veiculo metotrexato, C,D,Mtx: Cis + Dox + Mtx, CTL:controle

A analise das imagens nos tempos Oh e 24h foi realizada no programa Image

J (http://imagej.nih.gov/ij/), através da medida da quantidade de pixels na area do
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risco. A média da quantidade de pixels das imagens em duplicata, foi calculada para
cada condi¢ao e a area de migracao foi obtida subtraindo-se o valor de Oh do valor
de 24h. Foi calculada entdo a razdo entre a area de migragao de cada tratamento
sobre a area de migracdo do pogo controle (sem tratamento) e a razao foi
multiplicada por 100. O resultado foi expresso em percentual em relagdo ao pogo

controle. O desenho experimental do ensaio esta representado na figura 4-5.

Amostra

v

b A % w5
Isolamento celular D 15Xx10° w0 a0 ancia BED 48 hs Realizacao
¥ células [‘:9/ L“?’) do risco
" ; Documentacao
Documentacao { Tratamento por 24 hs com ' fotografica:
fotografica: agente quimioterapico Tempo 0 )
Tempo 24 hs

Figura 4-5 Desenho experimental do ensaio de migragao.

4.6 Imunoblotting (Western blotting)

Para este ensaio foram utilizadas as células primarias provenientes das
amostras teciduais pré e pos-QT mantidas até a terceira passagem e células
tratadas por 24hs com a concentracdo de 100 puM de cada quimioterapico
(hidrocloreto de doxorrubicina, cloridrato de cisplatina e metotrexato) isoladamente
ou em conjunto e incubadas por 24 horas a 37°C, 5% CO,. As células foram
lavadas duas vezes com PBS 1X gelado e lisadas em 1% NP40, Triton X-100 1%,
deoxicolato de sédio 1%, Tris—HCI 10 mmol/L pH 7.5, NaCl 100 mmol/L, dodecil

sulfato de sédio (SDS) 0.1% e 5 mM EDTA, suplementado com coquetel completo
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de inibidores de proteases e fosfatases, conforme indicagdo de uso do fabricante
(Complete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack, Roche). A concentragao
protéica foi determinada usando o Kit PierceTM BCA Protein Assay (Thermo
Scientific). As amostras (50 pg) foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) e transferidas para uma
membrana de difluoreto de polivinildieno (PVDF). Apdés o bloqueio com 5% de
albumina sérica bovina (BSA) em solucdo salina tamponada com TRIS com 0,1%
Tween-20 (TBS-T) por 30 minutos em agitagdo, as membranas foram incubadas por
12 horas, a 4°C, com os anticorpos primarios (Epithelial-Mesenchymal Transition -
EMT Antibody Sampler Kit, Cell Signaling). As proteinas a-tubulina e ciclofilina B
foram usadas como controle interno das amostras. Posteriormente, as membranas
foram lavadas com TBS-T e incubadas por 2h a temperatura ambiente, com o
respectivo anticorpo secundario conjugado a peroxidase. Os anticorpos primarios
foram utilizados na diluicado de 1:1000 e os anticorpos secundarios na diluicdo de
1:2000. A seguir as membranas foram incubadas com um substrato
quimioluminescente (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate e
SuperSignal West Femto Substrate, Thermo Scientific) e as bandas foram obtidas
apods sua exposicao a filme de raio X. A densitometria das bandas foi realizada no
programa Image J (http://imagej.nih.gov/ij/). Foi calculada a razdo entre a banda da
proteina alvo (marcadores epiteliais e mesenquimais) e a banda da proteina

constitutiva.

4.7 Ensaio de Viabilidade Celular

Cinco mil células até a terceira passagem foram cultivadas por 24h em estufa

37°C / 5% CO, em placa de 96 pocos contendo 100uL de meio de cultura com SFB.
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ApoOs esse periodo as células foram incubadas com 10, 100, 500 ou 1000 uM de
cada quimioterapico em triplicata ( hidrocloreto de doxorrubicina, cloridrato de
cisplatina e metotrexato) por 24 horas a 37°C, 5% CO,. Apds esse periodo foram
adicionados 10uL/pogo de uma solugdo de 5mg/mL de 3-(4,5- Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Brometo de Difeniltetrazolium (MTT) (Sigma Aldrich®). Foi realizada incubagdo em
estufa 37°C / 5% CO; durante 2h. Foram adicionados 50 pyL/pogo de DMSO e a
placa foi mantida sob agitacdo durante 15 minutos. A absorbancia foi mensurada em
espectrofotdmetro (Polaris, Antares) com filtro de referéncia a 620 nm e filtro de

leitura de 570 nm.

4.8 Analise Estatistica

Todos os dados foram apresentados como média = erro padréo (SEM). O
teste t ndo paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para comparag¢des dos grupos
pré e poés QT no ensaio de imunoblotting. Para comparagbes entre o o0s
quiioterapicos no experimento in vitro realizado para os ensaios de migragao e
imunoblotting foi realizado o teste ANOVA para dois fatores (two way) seguido de
pos teste de Bonferroni. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. As anadlises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad

Prism, Versao 5,00.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da ocorréncia de metastase em pacientes com osteossarcoma

A amostra inicial deste estudo foi constituida por 35 pacientes portadores de
osteossarcoma com idade entre 5 e 56 anos e diagnostico confirmado por exame
histopatoldgico. Foram excluidos do estudo dois pacientes por falta de informacao
sobre a metastase, totalizando 33 pacientes. Em seis pacientes foram obtidas
amostras teciduais pré e p6s-QT das quais foram estabelecidas as culturas primarias
celulares (Tabela 5-1). As caracteristicas clinicas, o protocolo do tratamento
quimioterapico e evolugdo dos pacientes, que constituiram a amostra do estudo

constam no apéndice IlI.

O tempo de seguimento médio dos pacientes foi de 20,5 meses (1,3 a 37,8
meses). A metastase pulmonar e/ou linfonodal foi identificada em 57,6% (19/33)
pacientes. Destes, em 15,8% (3/19) foi diagnosticada antes do tratamento
quimioterapico e em 73,7% (14/19) apds o inicio do tratamento quimioterapico, com
um intervalo médio entre o tratamento e a identificacdo da metastase de 11,5 meses
(3,4 a 22,1 meses). Em dois pacientes nao foi possivel avaliar o momento da
ocorréncia da metastase em relagcdo a quimioterapia (em um paciente nao foi
realizada a quimioterapia ou evoluiu para o ébito e no outro nao foi possivel obter a

informacao).

5.2 Avaliacao de resposta ao tratamento quimioterapico

Com o objetivo de avaliar a eficacia da quimioterapia na contengcado dos

eventos celulares envolvidos com o desenvolvimento da metastase, as células
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isoladas de seis pacientes da amostra anterior e obtidas antes e depois do
tratamento quimioterapico foram incluidas no estudo in vitro. A faixa etaria dos
pacientes variou entre seis e quatorze anos, sendo que quatro do género masculino.
Em cinco pacientes o tumor estava localizado no membro inferior (quatro na regido
do joelho) e em um paciente no membro superior (terco distal da ulna) (Figura 5-1).
O tempo de evolugdo nesses pacientes, considerando o inicio do relato dos
sintomas, variou entre 0,5 e 6,5 meses. Cinco pacientes eram portadores de
osteossarcoma classico central e um paciente de osteossarcoma telangiectasico.
Entre 0,9 e 20,4 meses apods o diagndstico observou-se a ocorréncia de metastase
pulmonar (n=4) e linfonodal (n=1) em cinco dos seis pacientes. Trés pacientes foram
tratados com ressecgao cirurgica e trés com amputagdo do membro. Apds a
quimioterapia neoadjuvante, o indice de Huvos realizado na pega cirurgica indicou
ma resposta a quimioterapia em cinco pacientes (graus | e Il) e boa resposta em um
paciente (grau lIll). Ao longo do periodo de observagdo do estudo, um paciente
apresentou recidiva e, evoluiu para o 6bito apds 26,7 meses de acompanhamento

clinico (Tabela 5-1).
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Figura 5-1 Topografia e tipo histolégico das lesdes. (A) Paciente OS1 com tumor no tergo distal da
ulna e diagnéstico histopatolégico de osteossarcoma telangiectasico caracterizado pela presenga de
células neoplasicas em meio a estroma conjuntivo denso. (B) Paciente OS2 com tumor no tergo distal
do fémur e diagndstico histopatolégico de osteossarcoma classico central caracterizado por células
neoplasicas com diferentes graus de atipias, relacionadas com deposicdo de matriz ostedide. (C)
Paciente OS3 com tumor no terco distal do fémur e diagndstico histopatoldégico de osteossarcoma
classico central caracterizado por alta celularidade, nucleos pleomérficos e hipercromaticos. (D)
Paciente OS4 com tumor no terco proximal da tibia e diagndstico histopatolégico de osteossarcoma
classico central caracterizado por células neoplasicas poliédricas em meio a estroma conjuntivo
denso. (E) Paciente OS5 com tumor na regido proximal do fémur e diagndstico histopatologico de
osteossarcoma classico central evidenciando células neoplasicas relacionadas com formagao dssea.
(F) Paciente OS6 com tumor no tergo proximal da tibia apresentando reagédo periosteal.
Micorscopicamente diagndstico histopatolégico de osteossarcoma classico central esclerosante com
componente extracompartimental caracterizado por células neoplasicas infiltrando e destruindo parte
de trave 6ssea. Barra de escala = 50uM.
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Tabela 5-1 Caracteristicas clinicas e do tratamento quimioterapico dos pacientes portadores de osteossarcoma incluidos nos experimentos in vitro.

Parametro/ldentificagdo paciente 0s1 0s2 0s3 0s4 0S5 0s6
Idade ao diagndstico 14 6 9 14 12 10

n M M F M F M
Género

. . . . Regido proximal  1/3 proximal
§ . 1/3 distal da 1/3 distal do 1/3 distal do 1/3 proximal da - -
Topografia da lesao o K . R e do fémur da tibia
ulna direita fémur direito fémur esquerdo tibia direita
esquerdo esquerda

Tempo de evolugdo relatado (meses) 6,5 0,5 0,5 6 2 3
Tioo histolégico Osteossarcoma  Osteossarcoma Osteossarcoma Osteossarcoma Osteossarcoma  Osteossarcoma

P 8 telangiectdsico  classico central classico central classico central cldssico central  cldssico central
Metastase (meses apds diagndstico) 4,7 20,4 13,5 Nao 0,9 14,0
Local da metastase Pulmao Pulmido Pulmido Nao Pulmdo Ll.nfor.10do

inguinal

Recidiva Nado Sim Nao Ndo Nao Nado
Inicio do trat?me.nto fwl.mloteraplco 52 32 52 56 48 56
(semanas apds diagndstico)
Tratamento quimioterapico DOX, CIS, MTX DOX, CIS, MTX DOX, CIS, MTX DOX, CIS, MTX DOX, CIS, MTX DOX, CIS, MTX
Tratamento cirurgico Amputacdo Resseccdo Resseccdo Amputacdo Ressec¢do Amputacdo
Resposta histolégica (Huvos) | I 1] | Il I
Obito N3o Sim N3o N3o N3o N3o
Tempo de acompanhamento (meses) 31,2 26,7 27,2 6,0 18,0 14,0
NO — dado nédo obtido. DOX — doxorrubicina; CIS — cisplatina; MTX — metotrexato
Huvos | — minima ou sem necrose tumoral Il - 50 a 90% necrose Il - >90% necrose IV - 100% necrose

67



5.3 Caracterizacao das amostras primarias

A caracterizagado fenotipica das células isoladas dos seis pacientes foi
realizada por ensaio de imunocitoquimica para osteoprotegerina (marcador de
diferenciagao osteoblastica). Todas as células em cultura foram positivas para o
marcador confirmando a identidade 6ssea das células isoladas. As células das
linhagens comerciais de osteossarcoma, MG-63 e Saos2, foram utilizadas como

controle positivo da expressao do marcador (Figuras 5-2 e 5-3).
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Figura 5-2 Marcagdo por imunocitoquimica para osteoprotegerina em células priméarias de
osteossarcoma (OS1 a OS4). Barra de escala = 50um. OPG = osteoprotegerina
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Figura 5-3 Marcac&o por imunocitoquimica para osteoprotegerina em células primarias (OS5 e OS6)
e linhagens (MG63 e Saos2) de osteossarcoma. Barra de escala = 50um. OPG = osteoprotegerina
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5.4 Viabilidade das células primarias sob tratamento com agentes

quimioterapicos in vitro

Inicialmente, realizamos um experimento piloto para determinar a
concentracdo oOtima dos agentes quimioterapicos para ser usada no
condicionamento do meio de cultura. As células obtidas de amostras tumorais dos
pacientes OS1, OS2 e OS3 foram incubadas in vitro com os quimioterapicos DOX,

CIS e MTX em conjunto ou isoladamente. Inicialmente, foi realizada uma curva

70



dose-resposta através do ensaio de redugdo do MTT. Nas amostras OS1, OS2 e
OS3, ocorreu diminuicdo da viabilidade celular de forma dose-dependente na
presenca dos quimioterapicos CIS (Figura 5-4 A) e DOX (Figura 5-4 B). Por outro
lado, a maior concentracdo de MTX aumentou a viabilidade de células tumorais
isoladas de OS1 (Figura 5-4 C). Com base na diminuicdo de 20% a 40% da
viabilidade em 72 horas, foi selecionada a concentracdo de 100uM para utilizagao

nos ensaios posteriores.
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Figura 5-4 Efeito dos quimioterapicos sobre a viabilidade de células primarias de osteossarcoma. As
células primarias isoladas dos pacientes OS1, OS2 e OS3 foram tratadas com diferentes
concentragdes dos quimioterapicos e a viabilidade foi determinada pelo ensaio de redugdo do MTT.
(** e §88) p <0,001; (** e §§) p < 0,01; (* e §) p < 0,05 indicam significancia estatistica em relagdo ao
controle (OpM). ANOVA seguido de pds teste de Bonferroni.

5.5 Andlise da expressao de biomarcadores de transicao epitélio-
mesenquimal em células primarias de osteossarcoma antes e apods a
quimioterapia

Na investigagdo do fendbmeno EMT, foram avaliados os biomarcadores
mesenquimais e epiteliais nas células isoladas de amostras coletadas de trés
pacientes antes (OS) e apds o tratamento quimioterapico (OS QT). A analise por

Western blotting foi realizada para as proteinas e-caderina, claudina-1, ZO-1, snail,
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n-caderina, B-catenina, slug e vimentina nos trés pacientes nos quais foram obtidas
amostras pareadas. Apds o tratamento quimioterapico, os trés pacientes foram
diagnosticados com metastase pulmonar. A comparagdo entre a expressao dos
marcadores de EMT antes e depois da quimioterapia ndo mostrou diferencga
estatisticamente significativa em nenhuma das trés amostras (snail, p=0,35;
vimentina e ZO-1, p=0,20; N-caderina, B-catenina, claudina-1 e slug, p=0,50; E-
caderina, p=0,10). Embora sem significancia estatistica, observamos que depois do
tratamento quimioterapico houve redugdo na expressdo do marcador mesenquimal
snail e dos marcadores epiteliais E-caderina e ZO-1. A expressao dos demais
marcadores mesenquimais, B-catenina e slug, e do marcador epitelial claudina-1
permaneceu estavel ou aumentaram ligeiramente (N-caderina e vimentina) depois

da quimioterapia (Figuras 5-5 e 5-6).
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Figura 5-5 Efeito da quimioterapia sobre a expressdo de marcadores mesenquimais em células primarias de osteossarcoma. As células foram isoladas de
pacientes antes (OS1, OS2 e OS3) e apds (OS1 QT, OS2 QT e OS3 QT) o tratamento quimioterapico e a expressao de biomarcadores mesenquimais foi
analisada por Western blotting. Expressé&o de snail (A); N-caderina (B); B-catenina (C) e vimentina e slug (D). KDa — peso molecular em kilodaltons. Ciclofilina
B e a-tubulina foram utilizadas como controles de carregamento.
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Figura 5-6 Efeito da quimioterapia sobre a expressdo de marcadores epiteliais em células primarias
de osteossarcoma. As células foram isoladas de pacientes antes (OS1, OS2 e OS3) e apds (0OS1 QT,
0S2 QT e OS3 QT) o tratamento quimioterapico. Expresséo de E-caderina e claudina-1 (A) e de zona
ocludina-1 (ZO-1) (B). KDa — peso molecular em kilodaltons. Ciclofilina B e a-tubulina foram utilizadas
como controle de carregamento.
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A avaliagao do efeito in vitro dos quimioterapicos foi realizada nas culturas
primarias, estabelecidas a partir de amostras tumorais obtidas de dois pacientes
antes da quimioterapia (OS1 e OS4). A maior expressao de N-caderina e de
vimentina ocorreu nas células tratadas simultaneamente com todos os agentes. A
maior expressao de snail e slug foi observada na exposigao isolada ao metotrexato.
A expressao de B-catenina nao diferiu entre os diferentes tratamentos (isolado ou
combinado) (Figuras 5-7 e 5-8).

Em relacdo aos marcadores epiteliais foi observada menor expressdo de
claudina-1 e de E-caderina na exposicao combinada com todos os agentes (Figura
5-9). A expressdao de ZO-1 ndo foi avaliada neste experimento. Em todas as

situagdes as células foram expostas aos agentes quimioterapicos por 24 horas.
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Figura 5-7 Efeito in vitro de agentes quimioterapicos sobre a expresséo dos marcadores mesenquimais snail (A), N-caderina (B) e B-catenina (C) em células
primarias de osteossarcoma. As células foram isoladas de pacientes (OS1 e OS4) antes do tratamento quimioterapico e tratadas in vitro por 24 horas com
100uM de Cisplatina (CIS), de Doxorrubicina (DOX), de Metotrexato (MTX) e com as combinacbes dos trés agentes e seus respectivos veiculos. A
expressao de biomarcadores mesenquimais foi analisada por Western blotting. KDa — peso molecular em kilodaltons. a-tubulina, ciclofilina B e a-actina foram
utilizadas como controles de carregamento.
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Figura 5-9 Efeito in vitro de agentes quimioterapicos sobre a expressdo de marcadores epiteliais em células primarias de osteossarcoma. As células foram
isoladas de pacientes (OS1 e OS4) antes do tratamento quimioterapico e tratadas in vitro por 24 horas com 100uM de Cisplatina (CIS), Doxorrubicina (DOX),
Metotrexato (MTX) e com as combinag¢des dos trés agentes e seus respectivos veiculos. A expressdao dos biomarcadores epiteliais claudina-1 e E-caderina
foi analisada por Western blotting. KDa — peso molecular em kilodaltons. a-tubulina foi utilizada como controle de carregamento.
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5.6 Efeito dos agentes quimioterapicos sobre a migracao de células primarias
de osteossarcoma

A acdo dos quimioterapicos sobre o potencial migratorio das amostras OS1,
0S4, OS5 e OS6 foi avaliada através do ensaio do risco sobre monocamada de

células (Figura 5-10).

Foi observada tendéncia a diminuicdo da migragao nas células tratadas com
DOX e CIS em relagao ao veiculo. O percentual de células que migraram em relagao
ao controle foi 115,4% para o veiculo vs 98,5% para DOX e 119,1% para o veiculo e
97,6% para CIS. Para o MTX, foi observada tendéncia ao aumento da migracao de
96% (veiculo) para 101,4% para a droga. A associagdo dos quimioterapicos
potencializou o efeito dos agentes sobre a migracdo. O tratamento com a
combinagdo dos veiculos promoveu 96,6% de migragdo celular, enquanto no
tratamento com a combinagdo das drogas o percentual de migragcdo baixou para
47,4% (p = 0,01) (Figura 5-11). De forma geral, a combinagao dos trés agentes foi a

mais eficaz na contengao da migracao celular nas quatro amostras.
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Figura 5-10 Ensaio de migragéo celular. Foi realizado um risco sobre a monocamada de células
primarias de osteossarcoma. Fotomicrografias da cultura de células com &rea do risco delimitada
pela linha amarela nos tempos Oh (A) e 24h (B).

_|_
1004 J_

1004

-
il

Area de migragio
(percentual do controle)

Area de migragio
(percentual do controle)

504 504
0 T 0 T
Veiculo Veiculo
1504 150+ *
I ]
— -— I 1
Q Q
I e
'§ '§' 100- '§* £ 1004
@ S i ® o =
ET £
43 33
© B o B
g g 507 2 T 501
< 8 < 8
@ Q
2 =
0 T 0 T
Veiculo Veiculo CIS+DOX+MTX

Figura 5-11 Efeito da quimioterapia sobre a migragao de células primarias de osteossarcoma. A area
de migragdo no ensaio do risco sobre monocamada foi quantificada em quatro linhagens celulares
isoladas a partir de amostras de pacientes 0OS1, 0S4, OS5 e OS6. As células foram tratadas com o
quimioterapico e com o mesmo volume do veiculo correspondente. Resultado de dois experimentos
independentes para a linhagem celular OS1, trés experimentos independentes para as linhagens OS5
e OS6 e quatro experimentos independentes para a linhagem OS4. Area de migragéo expressa em
percentual sobre as células sem tratamento quimioterapico (controle). CIS — cisplatina; DOX —
doxorrubicina; MTX metotrexato; CIS+DOX+MTX — tratamento combinado de DOX, CIS e MTX. *p =
0,01, teste de Mann Whitney.
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6 DISCUSSAO

Apesar dos relatos de que o tratamento quimioterapico tem um impacto
positivo na sobrevida de pacientes com osteossarcoma, reduzindo os indices de
metastase (LINK et al, 1986), na nossa casuistica a incidéncia de metastase
pulmonar e/ou linfonodal teve um aumento de 4,6 vezes apos o tratamento
quimioterapico. Em estudo realizado no Brasil, PETRILLI et al. (2006) mostraram
que numa amostra constituida por 209 pacientes com osteossarcoma, 44 tinham
metastase no momento do diagnodstico e um percentual mais de duas vezes maior
(n=92) desenvolveu metastase na vigéncia do tratamento quimioterapico. Esses
resultados mostram que, da mesma forma como no nosso estudo, a quimioterapia
ndo teve um efeito protetor sobre a ocorréncia de metastase. E provavel que a
instalagdo de implantes secundarios no pulmao e linfonodos em pacientes com
osteossarcoma represente apenas uma etapa do processo evolutivo da doencga, sem
relagao tao direta com o tratamento quimioterapico.

O método de avaliagcado da resposta do osteossarcoma a quimioterapia evoluiu
pouco desde 1991 (HUVOS, 1991). O indice de Huvos, que quantifica na peca
cirargica, por métodos histoldgicos, a extensdo da necrose do tecido tumoral apos o
tratamento, ainda é a principal ferramenta de avaliagdo da resposta do
osteossarcoma a quimioterapia (LEE et al., 1993). Portanto, € necessario o
desenvolvimento de métodos de analise mais especificos e precisos, que permitam
caracterizar marcadores relacionados com a progressdao de doengas neoplasicas,
nao apenas sob o ponto de vista diagndstico e de acompanhamento dos pacientes,

mas como importantes ferramentas na definicdo da etiopatogenia dessa doenca.
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No contexto das neoplasias malignas, e em particular no osteossarcoma, os
marcadores de transicdio EMT podem levar a um importante avango no
conhecimento dos mecanismos que resultam na grande variagdo da resposta aos
tratamentos poliquimioterapicos. Neste sentido, utilizamos linhagens celulares
primarias, obtidas de amostras de pacientes com osteossarcoma para avaliar a
expressdo de marcadores de fendtipo epitelial e mesenquimal como indicadores
moleculares de EMT.

Inicialmente caracterizamos para os estudos in vitro as amostras celulares
visando assegurar a sua identidade osteoblastica. A osteoprotegerina foi utilizada
como marcador do fendtipo osteoblastico (KIESLINGER et al.,, 2005) nas culturas
primarias estabelecidas a partir das células isoladas de amostras de trés pacientes.
Ja foi demonstrado que, em cultura de células isoladas de osteossarcoma (PAUTKE
et al., 2004) e também células provenientes de linhagens (BURMESTER et al.,
2014) preservam alguns aspectos do fenétipo de osteoblastos normais. No presente
estudo, tanto as células isoladas das lesées como as células provenientes das duas
linhagens celulares (MG63 e Saos2) foram positivas para a osteoprotegerina,
molécula expressa por osteoblastos. Assim, com as linhagens primarias
devidamente caracterizadas, deu-se sequéncia nos experimentos com o0s agentes
quimioterapicos.

A acao citotdéxica da cisplatina e da doxorrubicina sobre células de culturas
primarias de osteossarcoma € dose-dependente, fendbmeno este também observado
em linhagens comerciais de células de osteossarcoma (FELLENBERG et al., 2010;
WANG et al, 2010). Este padrédo de agao citotoxica dose-dependente nao foi

observado para o metotrexato que, nas mesmas condi¢cdes de cultivo in vitro dos
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dois outros agentes, exerceu um efeito protetor sobre a viabilidade celular na
amostra tumoral de um dos pacientes.

Em modelo estabelecido com células endoteliais de corddo umbilical humano
(células HUVEC), ANNUSSEK et al. (2014) observaram que o efeito do metotrexato
sobre a viabilidade celular é tempo-dependente, ficando comprometida apds seis
dias de incubacdo com o metotrexato em concentracdes entre 1-1000 nM.
Resultados semelhantes foram relatados por FELLENBERG et al. (2010) para as
células Saos2 tratadas com metotrexato em concentragdes entre 3,3-100 nM por 96
horas. O menor tempo de exposicao que utilizamos no nosso estudo (24 horas)
poderia explicar, pelo menos em parte, a auséncia de agao sobre a viabilidade
celular, uma vez que na concentragdo que utilizamos (100 nM), o metotrexato é
capaz de induzir morte celular.

A mudancga da expressao de E-caderina para N-caderina € um indicador de
transicdo epitélio-mesenquimal considerado crucial para a progressao tumoral do
cancer de préstata (GRAVDAL et al., 2007). A redugéo da expressao de E-caderina
também foi descrita em associagdo com aumento do potencial de invasao tumoral
em osteossarcomas (LIU et al., 2015). Kashima e colaboradores (2003) avaliaram
em linhagens de osteossarcoma, as consequéncias funcionais da superexpressao
de N-caderina sobre o potencial de migracdo celular e sobre o desenvolvimento de
metastase pulmonar em murinos. Os autores observaram que in vitro, a N-caderina
nao interferiu com o potencial proliferativo das células, mas inibiu a migragéo. In
vivo, a acdo se traduziu por acentuada reducdo na inducdo de metastase,
demostrando que o processo de perda da adesao célula-célula, mediada pela N-
caderina, € uma etapa critica para o estabelecimento de metastase pulmonar em

osteossarcoma.
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Nos experimentos ex-vivo com as amostras pareadas de trés pacientes, que
visou estabelecer a relagdo entre a expressao de marcadores mesenquimais de
EMT e a resposta ao tratamento quimioterapico, observamos que houve um
pequeno aumento da expressao N-caderina e redugao da expressao de E-caderina
depois da quimioterapia, que em ambos o0s casos nao obteve significancia
estatistica. Estes achados, embora necessitem de estudos mais robustos com
amostras maiores para serem confirmados, apontam para a possibilidade de que o
tratamento quimioterapico do osteossarcoma induza o aumento da relagdo N-
caderina/E-caderina e/ou induza a inibicdo da expressao de E-caderina.

Para simular a situagao clinica do tratamento poliquimioterapico, submetemos
as células obtidas de duas amostras tumorais a acédo isolada e combinada de
cisplatina, doxorrubicina e metotrexato por 24 horas. A maior expressao de N-
caderina e a menor expressao de E-caderina foi observada nas células submetidas
simultaneamente a agédo dos trés agentes. A semelhanca no padrdo de expressao
de N-caderina e E-caderina nos dois experimentos (com amostras pareadas e
exposicao in vitro aos agentes) reforca a possibilidade de que o protocolo
poliquimioterapico utilizado no tratamento do osteossarcoma ndo contenha os
mecanismos de metastase.

A vimentina responde pela manutengdo da morfologia celular, da integridade
citoplasmatica e pela estabilizacdo do citoesqueleto (COULOMBE e WONG, 2004) e
a sua expressao esta relacionada as propriedades invasivas das células tumorais e,
consequentemente, a disseminagdo metastatica (YANG et al, 2013). Em
leiomiossarcomas foi demonstrado que o aumento da expressdo da E-caderina
associada a redugao da vimentina (cadherin switching), o que resulta na expressao

do fendtipo epitelial, esta relacionada com melhor prognéstico da doenga. De fato,
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os autores comprovaram que neste tipo de sarcoma, a expressao de vimentina esta
associada com maior risco de recidiva, de metastase e com piores indices de
sobrevida (TIAN et al., 2013). Em estudos conduzidos com a linhagem celular Saos-
2 cultivada em condigdes de hipdxia, SUN et al. (2015) confirmaram este achado,
mostrando haver um aumento do potencial proliferativo e de invasao associado ao
cadherin switching.

Os resultados dos experimentos com as amostras pareadas mostram que,
apesar da auséncia de significancia estatistica, houve uma pequena elevagao dos
niveis de expressao de vimentina apos o tratamento, que poderia ser interpretada,
sob o ponto de vista desta molécula, como uma possivel resposta insatisfatoria a
quimioterapia. Os resultados da avaliagdo da expressdao de vimentina nos
experimentos in vitro reforcam esta possibilidade.

O efeito sinérgico dos membros da familia do snail e a B-catenina fornece as
células tumorais capacidade de sobrevivéncia durante a disseminacéo, que resulta
na implantagdo do tumor em sitios secundarios (WANG et al., 2013). Os membros
da familia snail induzem a EMT através da regulacdo negativa da E-caderina que,
por sua vez, acarreta no aumento da migragao celular, invasao e progressao tumoral
(CANO et al., 2000). Particularmente no osteossarcoma, a EMT, através do aumento
da expressdo de snail e da supressdo de E-caderina, favorece a migragéo e a
invasao celulares (CHENG et al., 2015).

Um outro papel atribuido as proteinas snail e slug € um provavel efeito
protetor sobre as células-tronco tumorais, tornando-as mais resistentes ao estresse
celular causado pela quimioterapia. As populagdes de células-tronco tumorais séo
responsaveis pelo crescimento tumoral e atividade metastatica de diversos tumores

solidos e desempenham um importante papel na resisténcia aos farmacos, na
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recidiva e na instalagcdo das metastases (REYA et al., 2001; BASU-ROY et al., 2013;
ZINZI et al., 2014).

Os resultados dos experimentos ex-vivo com as amostras pareadas sugerem
uma possivel agao inibitoria da quimioterapia sobre a expressao de snail, ndo
evidenciada nos marcadores slug e B-catenina, que permaneceram inalterados
depois da quimioterapia. Este mesmo padrao de resposta dos marcadores snail e [3-
catenina foram confirmados no experimento in vitro na situacdo que reproduz o
protocolo clinico, com a exposig¢ao simultdnea aos trés agentes. O conjunto desses
resultados aponta para a possibilidade de que o protocolo poliquimioterapico
utilizado no tratamento do osteossarcoma, potencialmente reduza os indices de
metastase e de migragao celular através da inibicado das vias reguladas por esses
marcadores.

As proteinas integrais ocludinas como a ZO-1 e as claudinas s&o os principais
componentes das jungdes oclusivas, responsaveis pelo bloqueio do espago
intercelular, que impede o transporte de moléculas através do epitélio. Por meio
deste mecanismo elas regulam a permeabilidade da membrana, controlando a
difusdo celular de moléculas e de ions (KRAUSE et al.,, 2008). Por outro lado, o
significado bioldgico exato da alteragdo na expresséao das claudinas, particularmente
nos carcinomas, ainda esta longe de ser definido. A expressédo de claudina-7 foi
relacionada com o grau de diferenciagao celular, com a ocorréncia de metastases e
com a coeséo celular em cancer de mama (SAUER et al., 2005). Por sua vez, em
cancer de ovario, as claudinas 3 e 4 foram relacionadas ao menor crescimento
tumoral in vivo e ao menor potencial metastatico através da sustentacdo da
expressao de E-caderina e, simultaneamente, limitando a via de sinalizacdo da B-

catenina (SHANG et al., 2012).
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No nosso estudo, a expressdo de claudina no experimento ex-vivo néo foi
alterada depois do tratamento quimioterapico. Os resultados da avaliagcdo da
expressao de claudina-1 nos experimentos in vitro nao confirmaram este resultado.
A expressao de ZO-1, por sua vez, reduziu nas amostras pareadas depois do
tratamento quimioterapico. Estudos mais amplos, que contemplem de forma mais
pontual o papel dessas duas proteinas em sarcomas serao necessarios para
esclarecer a sua real importancia no desenvolvimento e evolu¢gao do osteossarcoma.

Finalmente, quanto ao potencial de migracado celular das células tumorais,
nossos resultados mostraram, que sob a influéncia da acdo combinada dos trés
agentes, houve uma redugdo significativa da migracdo em todas as amostras
analisadas.

Os resultados do presente estudo ndao nos permitiram avancar no
conhecimento sobre o0s mecanismos que controlam e regulam a falha da
quimioterapia na evolugdo clinica do osteossarcoma. Acreditamos, contudo, que
demos um passo inicial no sentido de definir marcadores, que potencialmente
possam ser utilizados na caracterizagdo bioldgica das diversas variantes do
osteossarcoma e, desta forma, atuar com maior precisdo no acompanhamento
clinico e biolégico da doenga. Deve ser salientado ainda que, a falta de resultados
definitivos sobre a expressao desses marcadores selecionados, certamente esta
relacionada com a variagcao inter-individuos na expressdo de biomarcadores e,
particularmente, com a heterogeneidade celular das variantes histolégicas do
osteossarcoma. Acrescente-se a esses obstaculos a dificuldade para a obtencao de
amostras pareadas e a complexidade técnica para o estabelecimento das culturas
primarias. Assim sendo, estudos mais robustos, com casuisticas maiores deverao

ser realizados pelo Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia, justificando
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assim o papel da instituicdo na definicdo de novas politicas para o tratamento das

doencgas neoplasicas do sistema musculoesquelético.
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7 CONCLUSOES

o A maior parte das metastases que ocorrem em pacientes portadores de
osteossarcoma é detectada no curso do tratamento quimioterapico;

. O tratamento quimioterapico realizado em pacientes com
osteossarcoma nao promove um padrao uniforme da expressido de marcadores de
transicdo epitélio-mesenquimal nas células primarias isoladas diretamente de
amostras tumorais;

o O tratamento in vitro de células primarias de osteossarcoma com
agentes quimioterapicos ndo modula de forma significativa a expressado de
marcadores de transigcao epitélio-mesenquimal;

o A combinagdo dos quimioterapicos cisplatina, doxorrubicina e
metotrexato diminui a capacidade migratéria de células primarias de osteossarcoma,

no entanto isoladamente esses agentes nao tém efeito sobre a migragao celular.
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APENDICES

Apéndice I. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

— MINISTERIO DA SAUDE
INJO SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
e INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

!
RAUMATOLOGL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolugiao do Conselho Nacional de Saide n°® 466 de 12/12/2012)

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Efeito da Quimioterapia na
Metastase do Osteossarcoma: Estudo In Vive”. Vocé foi selecionado porque, de acordo com
os resultados de alguns exames que foram realizados, vocé tem uma lesio no osso que pode ser
um osteossarcoma. Esta participagdo ndo é obrigatdria. A qualquer momento vocé pode
desistir de participar e retirar seu consentimento. A sua recusa ndo trara nenhum prejuizo para
vocé na relagdo com o médico que o trata ou com este hospital. O tratamento para a doenga
que vocé é portador serd o mesmo participando ou ndo deste estudo.

O objetivo desta pesquisa € avaliar um grupo de células que fazem parte da lesdo que
vocé pode ser portador (osteossarcoma).

A confirmagdo do diagndstico de osteossarcoma ¢ feita por bidpsia do osso no local da
lesdo. A bidpsia consiste na retirada de pequenas amostras da lesdo, que sdo encaminhadas
para analise no laboratdrio. A sua participagio consistira em permitir que em uma das amostras
que vai ser retirada na hora da bidpsia seja feito um estudo das células tumorais. Este estudo
ndo vai interferir no resultado da bidpsia, no tratamento ou na forma como a doenga vai
evoluir. Todas as etapas do tratamento serdo as mesmas com ou sem esse exame. Os riscos
relacionados com a sua participagdo sdo os riscos relacionados com a realizagdo da bidpsia da
lesdo 6ssea. Nao ha risco adicional para participar do estudo das células de osteossarcoma.

Os beneficios relacionados com a sua participa¢do sdo que os resultados deste estudo
poderdo ajudar a melhorar o tratamento dos osteossarcomas. As informagdes obtidas através
dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a sua participagido. Os dados
ndo serdo divulgados de forma a identifica-lo como participante do estudo. Os resultados
quando forem divulgados serdo identificados com siglas que ndo permitirio conhecer a sua
identidade.

Este Termo foi redigido em duas vias, sendo uma para o participante e outra para o
pesquisador, onde consta o telefone e o enderego do pesquisador principal e do Comité de
Etica em Pesquisa — CEP. Vocé poderd esclarecer suas duvidas sobre o projeto e sua
participagdo, agora ou a qualquer momento através dos niimeros dos telefones ou enderego de
e-mail disponivel neste Termo.

L] Autorizoa utilizagdo das amostras apenas para este projeto

(]  Autorizo a utilizagdo das amostras para este projeto e outros relacionados ao osteossarcoma
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— MINISTERIO DASAUDE =~
INJO SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

Rio de Janeiro, de de

Pesquisador responsdvel: Ana Cristina de S4 Lopes.
Contato com o pesquisador responsivel:

Enderego: Avenida Brasil n® 500, 2° andar — Sio Cristéviio — Rio de Janeiro—RJ
Telefone: 21 2134-5142
e-mail: anacris1966(@hotmail.com

Assinatura do pesquisador responsivel

Em caso de divida quanto i condugiio ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa do INTO.

Enderego: Avenida Brasil n° 500, 9° andar — sala n° 4 — S3o Cristovio — Rio de Janeiro — RJ — CEP:
20940-070

Telefone: 21 2134-5000

e-mail: cep.into@ into saude.gov.br

Declaro que entendi os objetivos ¢ condigbes de minha participaclio na pesquisa ¢ concordo em
participar.

Participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa
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Apéndice Il. Termo do responsavel

— MINISTERIO DA SAUDE
IN O SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolug¢@o do Conselho Nacional de Satde n° 466 de 12/12/2012)

O menor sob sua responsabilidade esta sendo convidado para participar da pesquisa
“Efeito da Quimioterapia na Metastase do Osteossarcoma: Estudo In Vive”. Ele foi
selecionado porque, de acordo com os resultados de alguns exames que foram realizados, ele
tem uma lesdo no osso que pode ser um osteossarcoma. Esta participagdo ndo € obrigatdria. A
qualquer momento vocé pode desistir da autorizagdo para ele participar e retirar seu
consentimento. A sua recusa ndo trara nenhum prejuizo para o menor que vocé representa na
relagdo com o médico que o trata ou com este hospital. O tratamento para a doenga que ele é
portador sera o mesmo ele participando ou no deste estudo.

O objetivo desta pesquisa ¢ avaliar um grupo de células que fazem parte da lesdo que
vocé pode ser portador (osteossarcoma).

A confirmagdo do diagnostico de osteossarcoma é feita por biopsia do osso no local da
lesdo. A biopsia consiste na retirada de pequenas amostras da lesdo, que sdo encaminhadas
para analise no laboratério. A sua participagdo consistira em permitir que em uma das amostras
que vai ser retirada na hora da biopsia seja feito um estudo das células tumorais. Este estudo
ndo vai interferir no resultado da biopsia, no tratamento ou na forma como a doenga vai
evoluir. Todas as etapas do tratamento serdo as mesmas com ou sem esse exame. Os riScos
relacionados com a sua participagdo sdo os riscos relacionados com a realizagdo da biopsia da
lesdo 6ssea. Nao ha risco adicional para participar do estudo das células de osteossarcoma.

Os beneficios relacionados com a sua participagdo sdo que os resultados deste estudo
poderdo ajudar a melhorar o tratamento dos osteossarcomas. As informagdes obtidas através
dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a sua participagio. Os dados
ndo serdo divulgados de forma a identifica-lo como participante do estudo. Os resultados
quando forem divulgados serdo identificados com siglas que ndo permitirio conhecer a sua
identidade.

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

] Autorizo a utilizagdo das amostras apenas para este projeto

I:] Autorizo a utilizagdo das amostras para este projeto e outros relacionados ao osteossarcoma

Folha 1de 2



102

- MINISTERIO DA SAUDE
INJO SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

Rio de Janeiro, de de

Pesquisador responsavel: Ana Cristina de Sa Lopes.
Contato com o pesquisador responsavel:

Endereco: Avenida Brasil n°® 500, 2° andar — S@o Cristévdo — Rio de Janeiro — RJ
Telefone: 21 2134-5142
e-mail: anacris1966@hotmail com

Assinatura do pesquisador responsavel

Em caso de divida quanto a conduciio ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa do INTO.

Endereco: Avenida Brasil n® 500, 9° andar — sala n°® 4 — Sio Cristovao — Rio de Janeiro — RJ — CEP:
20940-070

Telefone: 21 2134-5000

e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

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

Participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa
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Apéndice lll. Caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de osteossarcoma.
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Tempo Metdstase Tempo Metastase Tempo
Siglado Idade ao de . Diagnéstico . apos . ent’re. em entre QT - ., .. Seguimento
paciente diagnodstico evolugao Topografia histopatolégico Metastase diagndstico dl?g.n ?Stlco relagdo a ,e Recidiva Obito (meses)
(meses) (meses) e inicio QT QT (dias) metastase
(semanas) (meses)
0S01 14 6,5 ulna distal direita OS telangectdasico sim 4,7 5,2 depois 3,4 nao nao 31,2
0502 6 0,5 femur distal direito 0S classico central sim 20,4 3,2 depois 19,6 nao sim 26,7
0S03 9 0,5 femur distal esquerdo 0S classico central sim 13,5 5,2 depois 12,1 nao nao 23,2
0s04 13 2 tibia proximal direita OS classico central sim 0,9 4,8 antes - nao nao 18,0
0S05 14 6 femur proximal esquerdo  OS cldssico central nao - 5,6 - - nao nao 6,0
0S06 10 3 tibia proximal esquerda  OS classico central sim 14,0 5,6 depois - nao nao 14,0
QT ndo
0S07 14 2 femur distal direito 0S classico central sim 0,9 realizada - - nao sim 1,3
0S08 16 3 tibia proximal esquerda OS classico central sim 8,6 11,2 depois 5,8 nao sim 12,3
0S09 15 6 femur distal direito OS classico central sim 18,0 4,4 depois 16,9 nao nao 32,1
0Ss10 15 2 femur distal esquerdo OS classico central sim 11,0 4,8 antes - nao nao 14,9
0s11 25 6 umero proximal direito OS classico central sim NO 4 NO - nao nao 27,4
0S12 16 NO Tibia proximal direita OS telangectdsico nao - 0,8 - - ndo sim 16,6
0S13 11 1 femur distal direito OS condroblastico sim 8,9 8,4 depois 6,8 nao nao 28,9
0S14 22 NO fémur distal direito OS condroblastico nao - 2,8 - - nao nao 19,2
0S15 14 3 femur distal direito 0S classico central sim NO 4,8 antes - nao nao 33,4
0S16 19 5 umero proximal direito OS classico central sim 12,1 5,6 depois 10,7 nao sim 14,5
0S17 14 NO tibia proximal direita OS classico central nao - 5,2 - - nao nao 23,0
0518 12 3 tibia proximal direita OS classico central nao - 2,8 - - nao nao 29,4
0s19 9 3 umero proxinal esquerdo  OS classico central nao - 1,6 - - nao nao 18,5
0S20 33 8 tibia distal esquerda 0S classico central sim 24,6 10 depois 22,1 nao nao 32,0
0S21 7 NO femur distal direito OS condroblastico sim 7,8 2,4 depois 7,2 nao nao 37,8
OS pequenas
0S22 14 5 tibia proximal esquerda células nao - 2 - - ndo nao 29,5
0S23 12 3 tibia proximal esquerda OS periosteal nao - 9,2 - - nao nao 27,2
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0S24 15 2 femur distal direito OS classico central nao - 5,2 - - nao nao 18,3
0S25 17 5 femur distal esquerdo OS classico central nao - 4 - - nao nao 22,2
0S26 13 tibia proximal esquerda  OS classico central nao - 5,2 - - nao sim 11,5
0S27 16 tibia proximal direita OS classico central sim 9,0 5,2 depois 7,7 nao nao 17,6
0S28 5 NO femur distal esquerdo OS classico central sim 11,4 2,8 depois 10,7 nao sim 18,9
0S29 12 0,7 tibia proximal direita OS cldssico central nao - 6,8 - - nao sim 4,7
0S30 16 NO tibia esquerda 0S classico central nao - 3,6 - - nao nao 9,0
0S31 19 2 tibia distal esquerda OS condroblastico sim 22,9 6,8 depois 21,2 sim nao 23,3
0S32 12 3,5 femur distal esquerdo 0S classico central nao - 3,6 - - nao sim 7,3
0S33 12 6 membro inferior OS classico central nao - 6,4 - - nao nao 16,0
0S34 16 4 femur distal esquerdo OS telangectasico sim 7,2 5,6 depois 5,8 nao nao 37,6
0S35 56 NO femur distal direito OS classico central nao - 16 - - nao nao 6,3

Tempo de evolugdo: considerado como tempo do inicio dos sintomas até a bidpsia. OS: osteossarcoma. NO: dado ndo obtido; QT: quimioterapia



