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RESUMO

O granuloma central de células gigantes (GCCG) dos maxilares € uma lesdo
intradssea benigna, que pode apresentar um curso localmente agressivo. Setenta por
cento dessas lesbes apresentam mutagcdes em TRPV4, KRAS ou FGFR1. Alguns
estudos apontam que a populacdo de células mononucleares parece ser o
componente proliferativo da lesdo. Essa populacdo de células mononucleares é uma
populacdo mista, composta tanto por células mononucleares de origem monocitica
guanto por células mesenquimais indiferenciadas. Assim, este estudo avaliou se,
guando colocadas em cultura, o componente proliferativo da lesdo é composto por
células de origem mesenquimais ou de natureza monocitica. Foi estabelecida a
cultura de células primarias de GCCG, a partir de uma amostra de conveniéncia
composta por uma linhagem oriunda de uma lesdo em mandibula em paciente do sexo
masculino, 20 anos. E, as amostras foram incubadas com os anticorpos CD14 e
CD51/CD61, e triplicadas amostrais foram submetidas a citometria de fluxo para
identificacdo das subpopulacdes de células presentes. Foi observado que somente as
células mononucleares permaneciam ao longo das passagens. Pela citometria de
fluxo, observou-se predominancia de células CD14'CD51CD61 triplamente
negativas, compativel com o perfil esperado para células estromais/mesenquimais.
Com base nos resultados, reforca-se a ideia de que as células mononucleares CD14
CD51CD61° sao centrais na patogénese dos GCCG, enquanto as células
mononucleares de origem monocitica (CD14%) e as células gigantes semelhantes a
osteoclastos (CD51*CD61*) sao reativas.

Palavras-Chave: Granuloma de células gigantes. Células gigantes. Células
mesenquimais. Osteoclastos. Citometria de fluxo.



ABSTRACT

Characterization of mononuclear cell subpopulations of central giant cell
granulomas of the jaws

Central giant cell granuloma (CGCG) of the jaws is a benign intraosseous lesion, which
may present an aggressive course. Seventy per cent of these lesions present
mutations in TRPV4, KRAS or FGFR1. The population of mononuclear cells seems to
be the proliferative component of the lesion. This mononuclear cell population is a
mixed population, composed of both mononuclear cells of monocytic origin and
undifferentiated mesenchymal cells. Thus, this study evaluated whether, when placed
in culture, the proliferative component of (CGCG) is composed of mesenchymal cells
or monocytic cells. The culture of primary CGCG cells was established from a
convenience sample composed of a lineage originated from a mandibular lesion in 20
y.0. male patient. The samples were incubated with CD14 and CD51/CD61 antibodies,
and triplicate samples were submitted to flow cytometry to identify the subpopulations
of cells. It was observed that only mononuclear cells remained along the passages. By
flow cytometry, a predominance of triple negative CD14'CD51CD61 cells was
observed, compatible with the expected profile for stromal/mesenchymal cells. Our
results reinforce the idea that the mesenchymal cells (CD14-CD51CD61°) have central
importance in the CGCG pathogenesis, while the mononuclear cells of monocytic
origin (CD14") and the osteoclast-like giant cells (CD51*CD61") are reactive.

Keywords: Giant cell granuloma. Giant cells. Mesenchymal cells. Osteoclasts. Flow
cytometry.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fragmentos do granuloma central de células gigantes dos maxilares para
tECNICA O EXPIANTE......eeeii e e e e e e e e e e ar e 19

Figura 2 - Fotomicrografia do granuloma central de células gigantes dos maxilares

Figura 3 - Cultura priméria de células derivadas do granuloma central de células
gigantes dos maxilares a partir da técnica do explante..........ccccoevvvviiiiiiiiiie e eeeeeee, 22
Figura 4 - Células derivadas do granuloma central de células gigantes dos maxilares
atingindo a confluéncia no cultivo na passagem O ..........ccccvvviiiiiiiiiiiieeeeeeee e 22
Figura 5 - Numero de células CD14 e CD51/CD61 dos granulomas centrais de
células gigantes dos maxilares na passagem L..........cccceeeveiiieeeeeeeeeieeeeeeeieiee e 24
Figura 6 - Numero de células CD14 e CD51/CD61 dos granulomas centrais de
células gigantes dos maxilares Na PasSaAgeM 2..........eeeeeeeeiiiuiieieeeeniiieiiieeee e eeneeeeess 25
Figura 7 - Numero de células CD14 e CD51/CD61 dos granulomas centrais de
células gigantes dos maxilares Na PasSaAgem 7..........uuuiieieiieeeeeeeeeeeieeeeea s 26
Figura 8 - Perfil das células do granuloma central de células gigantes dos maxilares

€M AIfEreNtES PASSAQENS.......ooiiiiieeeiee e e e e e e e e e e e e e e e 27



SUMARIO

L INTRODUGAOD . ...ttt ettt enenes 11
2 REVISAO DA LITERATURA ...ttt ettt ettt st enene e 13
2.1 Granuloma central de células gigantes dos maxilares............ccccceeeeeeeeeviivieviiinnnns 13

2.2 Heterogeneidade das populagdes celulares encontradas nos granulomas centrais

de células gigantes dOS MAXIIAIES. ........ccoiiuiiiiiiiii e 14
2.2.1 Células gigantes multinuCleadas...............euuviviiiiiii i 14
2.2.2 Subpopulactes de células mononuCleares...........cccceeeveeiieeeeeeeicieecee e 15
S OBUIETIVOS . ...ttt ettt e e et e e e e s ettt e e e e e as s bree e e e e e e nnnneeeeeeeann 17
3.1 ODJELIVO GEIAL......ccc et e e e e e e e e e —————— 17
3.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. . uueiiiiieeiiiiei e e 17
A METODOLOGIA . ...ttt e et a e e e ettt e e e e s ss b e e e e e eansbeeeesees 18
4.1 ASPECLOS ELICOS € AMOSIIAS.....cieiieiieitiiitreetitee e e er et e eeeeee s e e s e s s s sssaaeaereeeeeeeessaeeeeeees 18

4.2 Cultura priméaria de células do granuloma central de células gigantes dos
MAXIIAIES. ... ettt e e e e e e e e et e ettt e e e e e e e e e e e e eaaeeraeanarraa——— 18

4.3 Analise de células do granuloma central de células gigantes dos maxilares por

(o] 1 (0] 4 L= F= W0 (=3 [6) o TUrT TR 19
4.4 Analise estatiStica dOS aUOS. .....ven e e e 20
D RE S SULT AD D S ..o it e 21
5.1 CaracterizaGao A8 AMOSIIA..........uuurriiiiiiiiiaeeaaee e e e r e e e e e e e e e eeaeeaaas 21

5.2 Cultivo de células derivadas do granuloma central de células gigantes dos
MAXIIAIES ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae e 21
5.3 Perfil de células do granuloma central de células gigantes dos maxilares em
IfErENIES PASSAGENS. ... .o iiiiiieiii ettt e e e ettt ettt e e e e e e e e e e aan e e e e aeaaaas 23
5.4 Comparando o perfil de células de GCCG em diferentes passagens.................. 26

B DISCUSSAD . ..o et ettt et e et e e e e et 28



T CONCLUSAOD ..ottt e et e e et e e e et e e e e e e e e e eriaaeeeaaes 30

REFERENCIAS. ... e ettt e 31

APENDICE A - Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.................... 35

APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) destinado a

Maiores de 18 aN0S A IAUC. ... .. e 36

APENDICE C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) destinado a pais

de menores de 18 aN0S A IHAUC...... ... e 40

APENDICE D — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido para menores (TALE).44

APENDICE E — Controle FITC e PE no Flowing Software 2.5.1..........c..ccccccveveueene... 47

APENDICE F — Primeira pagida do artigo publicado no periédico Journal of Oral

Pathology and Medicine com o0s resultados do estudo ...........ccceeeeeeiieiiiieeieiiiieeecieiinns 48



11

1 INTRODUCAO

Os granulomas centrais de células gigantes dos maxilares (GCCG) sédo
lesbes benignas e osteoliticas que afetam principalmente individuos jovens. Estas
lesbGes podem se apresentar como achados em exames radiograficos odontolégicos
de rotina ou como aumento de volume indolor ou ndo. Os GCCG podem ter curso
clinico indolente ou se comportar de forma agressiva, e o0 diagnostico € estabelecido
através da correlacao clinico-patologica. Os GCCG ocorrem frequentemente de forma
esporadica, mas lesdes semelhantes podem integrar sindromes genéticas como o
querubismo, a sindrome Noonan, neurofibromatose tipo 1, ou condi¢bes sistémicas
como o hiperparatireoidismo (GOMES et al., 2020; GUIMARAES et al., 2021).

Os GCCG séao caracterizados histologicamente pela presenca de células
gigantes multinucleadas semelhantes a osteoclastos e células mononucleares
ovoides ou fusiformes, arranjadas em um estroma fibroso vascularizado. E possivel
ainda, notar areas de hemorragia e depdésitos de hemossiderina (EL-NAGGAR, et al.,
2017).

Microscopicamente, € possivel observar nos GCCG duas populacbes
distintas de células: células gigantes multinucleadas e uma populacdo de células
mononucleares mistas. As células gigantes possuem fenétipo osteoclastico. Dentre
as ceélulas mononucleares é possivel observar células de origem monocitica com
imunofendtipo similar a macrofagos (CD14%), e células precursoras de osteoclastos,
além de células de origem mesenquimal. E, embora se saiba que estas células
mononucleares possam ser de origem monocitica ou mesenquimal, 0 componente
proliferativo dessas lesbes ainda ndo estd bem caracterizado (BROOKS;
GLOGAUER; MCCULLOCH, 2019).

Neste sentido, a cultura celular parece ser um bom modelo auxiliar na
caracterizacdo dessas células. Itonaga e colaboradores (2003), por meio de cultura
primaria de GCCG, identificaram um subconjunto de células altamente proliferativo,
nao-positivas para marcadores de osteoclastos e seus precursores, que Sao as
células de origem mesenquimal.

No tumor de células gigantes dos 0ssos longos, entidade extragnatica que
compartilha similaridades histologicas com a GCCG, as células mononucleares

estromais representam o componente neoplasico, enquanto as células gigantes
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multinucleadas e suas precursoras correspondem ao componente reativo deste tumor
(WULLING; DELLING; KAISER, 2003; FLANAGAN et al., 1988; BEHJATI et al., 2013).
Da mesma forma, no fibroma néo-ossificante dos o0ssos longos, outra mimica
microscépica do GCCG, a fragdo de células neopldsicas corresponde a células
mononucleares (BAUMHOER et al.,2019).

O presente estudo teve como obijetivo verificar se, em cultura primaria de
células derivadas de GCCG humanas, o componente proliferativo da lesdo é

composto por células mononucleares mesenquimais ou de natureza monocitica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Granuloma central de células gigantes dos maxilares

O granuloma central de células gigantes, € uma lesao intradssea osteolitica
benigna, que afeta principalmente individuos abaixo dos 30 anos de idade. O GCCG
acomete tanto maxila, quanto mandibula, sendo a regido anterior de mandibula o sitio
de maior prevaléncia (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018).

O comportamento clinico dos GCCG é variavel, podendo apresentar desde
um crescimento lento e assintomatico, a lesées acompanhadas de dor ou parestesia.
Radiograficamente, os achados s&o diversos, variando de pequenas lesdes
uniloculares a lesdes multiloculares de grandes extensfes, com limites mal definidos,
causando grande destruicdo Ossea local, reabsorcdo e/ou deslocamento de dentes
(TRIANTAFILLIDOU et al., 2011; FLANAGAN; SPEIGHT, 2014).

O GCCG foi anteriormente considerado como um granuloma reparador dos
0Ss0s maxilares, devido ao seu comportamento menos agressivo, quando comparado
a tumores que afetam ossos extragnaticos. Entretanto, sabe-se que existem casos de
GCCG que apresentam crescimento rapido e maior, agressividade local. Sendo
assim, é possivel que algumas lesdes mais agressivas possam sugerir uma origem
neoplasica, mas lesdes de comportamento indolente sdo possivelmente lesdes
proliferativas ndo-neoplasicas ou reacionais (GOMES et al., 2020).

Os GCCG sao caracterizados microscopicamente pela proliferacdo de
células mononucleares ovoides ou fusiformes com a presenca de quantidade variavel
de células gigantes multinucleadas, semelhantes a osteoclastos, dispostas em um rico
fundo vascular hemorragico, com ocasionais trabéculas de tecido ésseo (EL-
NAGGAR, et al., 2017).

LesBes ricas em osteoclastos com semelhancgas histolégicas ao GCCG
incluem o tumor de células gigantes dos ossos longos, o fiboroma néo-ossificante, o
condroblastoma, dentre outros (GOMES et al., 2020; EDWARDS, 2015; BEHJATI, et
al., 2013). Behjati et al (2013) identificaram mutagdes no gene H3F3A em 92% dos
tumores de células gigantes dos ossos longos. Essas mutagcOes, sdo restritas as
células mononucleares com auséncia de imunorreatividade para marcadores
osteoclasticos (CD14'CD51'CD61°). Entretanto, mutacbes no gene H3F3A estdo
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ausentes nas lesdes centrais de células gigantes dos maxilares, que sé&o
caracteristicas de lesGes extragnaticas. Dessa maneira, essas mutacdes parecem ser
um importante marcador genético na distingdo entre essas entidades (GOMES et al.,
2014). Todavia, um estudo realizou o sequenciamento de 37 amostras de GCCG
esporadicos e relatou a presenca de mutacdes somaticas, heterozigoticas de ganho
de funcdo em KRAS, FGFR1 e TRPV4, sendo que as mutagcdes TRPV4 p.M713V/I
sao exclusivas de GCCG (GOMES et al., 2018).

Diferentes abordagens terapéuticas para o tratamento dessas lesdes ja
foram descritas. Apesar da excisdo cirurgica ser o padréo ouro no tratamento, autores
relataram o uso de distintas técnicas cirargicas (curetagem, enucleacao, resseccao
marginal) associadas ou ndo a terapias alternativas, como injecdo intralesional de
medicagbes como calcitonina, corticoesteroides, interferon, anticorpo monoclonal ou
bisfosfonatos (LANGE; AKKER; BERG, 2007; CHRCANOVIC, GOMES, GOMEZ,
2018; RICHARDSON et al., 2021; CAMARINI & TOLENTINO, 2022). Chrcanovic e
colaboradores (2019) sugerem que lesdes cujas caracteristicas clinicas se
associavam a maior agressividade (deslocamento dentério e reabsor¢éo radicular) e
foram tratadas com curetagem tiveram uma chance mais significativa de recidivas.
Ademais, uma revisao sistematica contendo 2270 casos de granulomas centrais de
células gigantes acometendo ossos maxilares, foi capaz de afirmar que o melhor
protocolo para o0 manejo dessas lesdes ainda néo foi determinado (CHRCANOVIC,
GOMES, GOMEZ, 2018).

2.2 Heterogeneidade das populac@es celulares encontradas nos granulomas centrais

de células gigantes dos maxilares

2.2.1 Células gigantes multinucleadas

As células gigantes multinucleadas presentes nos GCCG exibem
imunofendtipo aquele expresso por osteoclastos, mas ndo por seus precursores ou
para anticorpos que reagem com macréfagos (EL-MOFTY & OSDOBY, 1985;
FLANAGAN et al.,, 1988; BONETTI et al., 1990; LIU; YU; LI, 2003). Células com
fendtipo osteoclastico e seus precursores sao imunorreativos para CD51/CD61 e
CD14, respectivamente, assim como para CD45 e CD68 (BROOKS, GLOGAUER,
MCCULLOCH, 2019).



15

CD51/CD61 € um complexo de integrina, também conhecido como receptor
de adeséao integrina avp3 e foi identificado como um marcador de tecido vascular
angiogénico. Embora seja minimamente expresso em células endoteliais normais em
repouso, o marcador de superficie CD51/CD61 é regulado positivamente em células
endoteliais de vasos sanguineos neoformados dentro de tumores humanos
(BROOKS; CLARK; CHERESH, 1994; BOER et al., 2020). Sugere-se que esta
integrina desempenhe um papel relevante na adeséo dos osteoclastos a matriz 6ssea
(BOER et al., 2020; TAKADA; YE; SIMON, 2007; DUONG et al.,, 2000; FENG &
TEITELBAUM, 2013).

Estudos envolvendo cultura de células puderam evidenciar que células
gigantes e as células semelhantes a macréfagos sobreviveram a poucas passagens,
enquanto as células mononucleares fusiformes continuaram a proliferar. I1sso refor¢a
o fato de que as células mononucleares sdo o componente proliferativo da lesédo (EL-
MOFTY & OSDOBY, 1985; ITONAGA et al., 2003).

2.2.2 Subpopulacdes de células mononucleares

Ja foi demonstrado que as células gigantes ndo apresentam atividade
proliferativa e apresentam perfil apoptético (SOUZA; MESQUITA; GOMES, 2000;
AMARAL et al., 2011). As células mononucleares sdo o componente proliferativo dos
GCCG, conforme demonstrado pela expressdo dos marcadores Ki-67 e PCNA
(ITONAGA et al., 2003; SOUZA; MESQUITA; GOMES, 2000). Ademais, estas células
mononucleares compdem uma populacdo heterogénea, formada por um grupo de
células precursoras de osteoclastos e outro grupo de células mesenquimais (EL-
MOFTY & OSDOBY, 1985; ITONAGA et al., 2003; GOMES et al., 2020).

Como ja foi mencionado anteriormente, células mononucleares
precursoras de osteoclastos expressam CD14, sendo este descrito como antigeno de
diferenciacdo de mondcitos/ macrofagos na superficie da linhagem mieloide, como
monaocitos, macrofagos e células dendriticas (LANDMANN; MULLER; ZIMMERLLI,
2000; ZAMANI et al., 2013).

Por meio do cultivo celular e reacdo em cadeia polimerase (PCR) em
amostras de cisto 6sseo aneurismatico, foi demonstrado que as células estromais

mononucleares CD14" expressam fatores osteoclastogénicos e muito provavelmente
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interagem com as células CD14* para formar células gigantes semelhantes a
osteoclastos por um mecanismo dependente de RANKL (TAYLOR et al., 2012).

Itonaga e colaboradores (2003) sugeriram que o componente proliferativo
do GCCG é composto por células mononucleares estromais de origem mesenquimal.
Estas células teriam a capacidade de se diferenciarem em linhagem
fibroblastica/osteoblastica. Utilizando cultura de células, este estudo demonstrou,
ainda, que estas células estromais mesenquimais expressam RANKL e sdo capazes
de induzir a formacédo de osteoclastos a partir de mondcitos humanos (ITONAGA, et
al.,2003). Outros estudos também sugeriram que eventos envolvidos na formacéao de
osteoclastos além de serem regulados por um grande numero de citocinas, parece
haver ativagcdo de mondcitos pelo fator estimulador de colénia de macréfagos, que
estimula a expressdo de RANK na superficie celular, sendo que RANKL, pode ser
expresso por osteoblastos, células do estroma e células T (BROOKS; GLOGAUER,;
MCCULLOCH, 2019; SCHREUDER et al., 2021).

Pouco se sabe sobre as caracteristicas fenotipicas destas células
mononucleares de origem mesenquimal. Aparentemente, com base em estudos
prévios estas sdo as células que compdem a populacao de células estromais, que é
o componente proliferativo dos GCCG dos maxilares. No entanto, ha pouca evidéncia
gue comprove se, de fato, as células mononucleares derivadas dos GCCG que
proliferam em cultura sdo as de origem mesenquimal. Assim, visamos no presente
trabalho, verificar se a fracdo proliferativa dos GCCG € composta por células
mesenquimais ou de natureza monocitica, a partir da cultura primaria de células
derivadas de GCCG.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Caracterizar a natureza da subpopulacao de células mononucleares em cultura

celular derivada do granuloma central de células gigantes dos maxilares.

3.2 Objetivos especificos

¢ Verificar por citometria de fluxo em cultura de células derivadas de granulomas
centrais de células gigantes a proporcao de células mononucleares de provavel
natureza monocitica/osteoclastica (CD14*CD51*CD61").

e Verificar por citometria de fluxo em cultura de células derivadas de granulomas
centrais de células gigantes a propor¢ao de células mononucleares de provavel
origem mesenquimal (CD14:CD51°CD61").
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos e amostras

Este estudo € parte de um projeto submetido e aprovado no Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) sob
registro CAAE n°® 24763719.4.0000.5149, parecer n°4.582.151 (Apéndice A). Foi
utilizada uma amostra de conveniéncia de granulomas centrais de células gigantes
esporadicas dos 0ss0s maxilares, sem associacdo com hiperparatiroidismo,
querubismo ou a qualquer outra sindrome. A amostra foi coletada na clinica da
disciplina de Patologia, Estomatologia e Radiologia Il da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal de Minas Gerais, ap0s assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Apéndice B e Apéndice C), destinado aos
participantes maiores de idade e pais de menores de idade e Termo de Assentimento
Livre Esclarecido (TALE, Apéndice D) aplicado aos menores de idade que
concordaram em participar do estudo. A amostra utilizada nos experimentos deste
trabalho foi originaria de uma lesdo em mandibula, referente a Unica linhagem
proveniente do individuo LCCG5, 20 anos. A amostra foi testada e revelou perfil

genético wild-type para as mutacbes em TRPV4, KRAS e FGFRL1.

4.2 Cultura primaria de células do granuloma central de células gigantes dos maxilares

A cultura priméria foi obtida pela técnica de explante. O tecido coletado foi
transportado em meio Dulbecco essencial modificado (DMEM, Cat. #12100046, Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB, Cat. #12657029, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e 2% de
solucéo antibiética-antimicotica (Cat. # A5955, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

Em laboratorio, o tecido foi seccionado em fragmentos de aproximadamente 1-
2 mm e foram lavados em solucdo salina tamponada 1x (PBS, Cat. #70011044, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) contendo 2% de solucdo antibidtica-antimicotica,
conforme observado na Figura 1. Em seguida, os fragmentos foram semeados em
placas de petri de 200 mm com o meio de cultura. Neste momento, o0 meio de cultivo

foi constituido de meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de solucéo
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antibiotica-antimicética. O meio foi trocado apds o 5° dia, seguido por trocas do meio
a cada 2-3 dias até obter a subconfluéncia de 80-90%. Apés a obtencédo da
subconfluéncia desejada, as células foram subcultivadas na densidade de 10° células
por cm?, sendo mantidas a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO: e trocas
de meio a cada 2-3 dias, até atingirem a passagem 1 (P1), a passagem 2 (P2) e a
passagem 7 (P7) para analises de citometria de fluxo. A escolha das passagens foi

baseada em estudos prévios do grupo.

Figura 1 — Fragmentos dos granulomas centrais de células gigantes dos maxilares

para técnica do explante

Fonte: préprio autor (2021).

4.3 Anadlise de células do granuloma central de células gigantes dos maxilares por

citometria de fluxo

Foram analisadas células em diferentes passagens (P1, P2, P7) a partir de
2,0 x 10° células por amostra. Inicialmente, as células foram lavadas com PBS 1X
contendo 1% solucao antibiética-antimicoética e centrifugadas por 5 minutos a 2509 a
fim de remover excesso do meio de cultura.

Para a caracterizagéo de células derivadas de GCCG atraveés da citometria
de fluxo, foram utilizados os marcadores moleculares CD14 (anticorpo monoclonal,
conjugado-FITC, 1:100, clone 61D3, #11-0149-42, eBioscience™ e CD51/CD61
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(anticorpo monoclonal, conjugado-PE, 1:100, clone 23C6 (RUO), Cat. #550037, BD
Pharmingen), incubadas por um periodo de 1 hora. Decorrida 1 hora de incubacéo, a
remocao de excesso de anticorpo foi efetuada utilizando 300 pL de isoton (Coulter
Isoton Il diluente, Cat. #8546733, Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) seguida de
centrifugacdo por 5 minutos a 250g. Apdés remocao do sobrenadante, foi feita
ressuspensao das amostras em 300uL de isoton e efetuada a analise de triplicadas,
utilizando o equipamento BD FACS Canto Il (BD Biosciences) e aquisi¢do de dados
pelo software BD FACSDiva 6.1. (BD Biosciences) do Centro de Laboratorios
Multiusuarios (CELAM) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade federal de
Minas Gerais.

Como controle positivo para compensacéao, “beads” ou esferas de 6um de
didametro (AbC ™ Total Antibody Compensation Bead Kit, Life Technologies) foram
utilizadas para cada anticorpo. Como controle negativo foram utilizadas as células
derivadas do GCCG sem incubacéo dos anticorpos.

A interpretacéo dos dados obtidos a partir da citometria de fluxo nas células
mononucleares do GCCG sera de acordo com 0s seguintes critérios:

a) células CD14* e CD51*CD61* = precursoras osteoclasticas
b) células CD14* = natureza monocitica

c) células CD51*CD61* = compativeis com osteoclastos

d) células CD14 e CD51CD61" = células “estromais”

4.4 Andlise estatistica dos dados

Os dados das triplicatas adquiridos no citobmetro de fluxo foram
transportados para o software de andlise (Flowing Software 2.5.1 — Turku Bioscience,
Turku, Finlandia) a fim de se obter dados quantitativos a respeito das supbopulacdes
de células. Antes de iniciar a analise, foi realizado um controle para definir a
localizagcéo dos eventos de interesse, com base nos respectivos marcadores, CD14
FITC ou CD51/CD61 PE (APENDICE E). As comparacgdes entre cada grupo foram
realizadas usando ANOVAL seguida do teste de Tukey. A significancia estatistica foi
estabelecida em a < 0,05. Todas as andlises foram realizadas com o software
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacao histologica da amostra

A amostra de GCCG utilizada neste estudo foi caracterizada
histologicamente pela presenca de células mononucleares fusiformes e ovoides,

entremeadas por células gigantes multinucleadas (FIGURA 2).

Figura 2 — Fotomicrografia dos granulomas centrais de células gigantes dos maxilares
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Fonte: préprio autor (2021).

5.2 Cultivo de células derivadas do granuloma central de células gigantes dos

maxilares

A cultura priméria foi obtida pela técnica do explante. Foi observada
proliferacdo de células com padrdo morfolégico homogéneo, composto por células
mononucleares de aspecto estrelado/fusiforme, além de células gigantes
multinucleadas nas passagens iniciais (FIGURA 3).

Observou-se que as células atingiam a subconfluéncia 80-90% cerca de 07
dias ap0s o subcultivo (FIGURA 4) e, que quanto mais avancada a passagem, mais
dias levava-se para a obtencao da subconfluéncia (acima de P10), o que nos faz crer
que as células estavam entrando em senescéncia.

Em relacdo a manutencédo do cultivo e a exaustdo das células colocadas
em cultura, foi possivel observar células viaveis até a passagem 12.
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Figura 3 — Cultura primaria de células derivadas do granuloma central de células

gigantes dos maxilares a partir da técnica do explante na passagem 0

Fonte: préprio autor (2021).

Células derivadas do explante de GCCG. As setas representam células gigantes

multinucleadas.

Figura 4 — Células derivadas de granuloma central de células gigantes dos maxilares

atingindo a confluéncia no cultivo na passagem 0

Fonte: préprio autor (2021).
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5.3 Perfil de células do granuloma central de células gigantes dos maxilares em

diferentes passagens

Para caracterizar as células derivadas de GCCG em células do tipo
estromais, monociticas ou osteoclasticas, foi utilizado o perfil de expressdo de
marcadores CD14 e CD51/CD61, por meio da analise por citometria de fluxo nas
células em diferentes passagens.

Na passagem 1 (P1l) (FIGURA 5) foi possivel observar que 0,1+0,1%
correspondiam a células CD14*CD51-CD61", 1,4+0,4% a células CD14'CD51*CD61",
nao havia células triplamente marcadas e 98,6+0,5% eram negativas.

A Figura 6 apresenta os graficos relacionados aos achados na passagem
2 (P2), dos quais 0,3+0,3% correspondiam a células CD14*CD51CD61 2,4+1,1% a
células CD14:CD51*CD61*, ndo havia células triplamente marcadas e 97,4+1,4%
foram negativas.

Nas amostras em passagem 7 (P7) observou-se que 0,2+0,1% das células
correspondiam a células CD14*CD51CD61", 1,6+0,3% a células CD14'CD51*CD61*,
nao haviam células triplamente positivas e 98,310,2% eram negativas para 0S
marcadores (FIGURA 7).
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Figura 5 — Numero de células CD14 e CD51/CD61 dos granulomas centrais de células

gigantes dos maxilares na passagem 1
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Fonte: préprio autor (2021).
A, dotplots das triplicatas amostrais de células derivadas de GCCG na Passagem 1
analisadas por citometria de fluxo. B, Porcentagem média do numero de células

expressando cada perfil de marcagéo para os marcadores CD14 e CD51/CD61.
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Figura 6 - Numero de células CD14 e CD51/CD61 dos granulomas centrais de células

gigantes dos maxilares na passagem 2
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Fonte: préprio autor (2021).
A, dotplots das triplicatas amostrais de células derivadas de GCCG na Passagem 2
analisadas por citometria de fluxo. B, Porcentagem média do niumero de células

expressando cada perfil de marcagao para os marcadores CD14 e CD51/CD61.
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Figura 7 - Numero de células CD14 e CD51/CD61 de GCCG na passagem 7
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Fonte: préprio autor (2021).
A, dotplots das triplicatas amostrais de células derivadas de GCCG na Passagem 7
analisadas por citometria de fluxo. B, Porcentagem média do niumero de células

expressando cada perfil de marcacéo para os marcadores CD14 e CD51/CD61.

5.4 Comparando o perfil de células de GCCG em cultura em diferentes passagens

Foi possivel observar que as células do GCCG, em cultivo, mantiveram um
perfil homogéneo onde as células “estromais” (CD14:CD51'CD61) foram
predominantes (98,1 £ 0,9%) e significantemente mais expressas do que as demais
subpopulacdes (p<0,0001, ANOVA one-way e teste de Tukey). Células compativeis
com osteoclastos (CD14'CD51*CD61*) foram observadas apenas em uma pequena
proporcao (1,8 £ 0,7%) mas foram estatisticamente significantes (p<0,0001, ANOVA

one-way e teste de Tukey) quando comparadas com as células positivas apenas para
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CD14 (0,2 £ 0,2%) ou as células triplamente positivas (0%), coerentes com células da
linhagem monocitica e precursores osteoclasticos, respectivamente. Entretanto,
gquando comparadas as diferentes passagens (P1, P2 e P7), de acordo com cada
tipo/perfil celular, ndo foi observada diferenga significativa, isto €, apesar das
diferentes passagens, a populacdo mesenquimal se manteve inalterada. (FIGURA 8).

Adicionalmente, os resultados do presente trabalho foram incorporados em
um artigo cientifico, aceito e publicado no periddico Journal of Oral Pathology and
Medicine (APENDICE F).

Figura 8 — Perfil das células do granuloma central de células gigantes em diferentes

passagens
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Fonte: préprio autor (2021).

O gréfico mostra o perfil das células obtido através da citometria de fluxo do granuloma
central de células gigantes dos maxilares, para CD14 e CD51/CD61. Nota-se um
grande numero de células negativas, pequeno numero de células CD14*CD51 CD61-
e CD14CD51*CD61", além da auséncia de células triplamente positivas na linhagem
celular estudada. (* p<0,0001, ANOVA one-way e Teste de Tukey)
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6 DISCUSSAO

O GCCG apesar de ser uma leséo benigna cujo comportamento, na maioria
das vezes, é indolente, pode ser localmente agressivo em alguns casos, 0 que gera
discussdo em relacdo a sua origem reativa ou neoplasica (BROOKS, GLOGAUER,
MCCULLOCH, 2019; GOMES et al., 2020).

Os achados microscopicos de amostras de GCCG revelam que estas
lesbes sdo compostas por células mononucleares entremeadas por células gigantes
multinucleadas, e que a populacdo de células mononucleares é diversificada (EL-
NAGGAR et al., 2017). Dessa maneira, caracterizar a natureza da subpopulacéo de
células mononucleares, a partir da cultura priméaria de células oriundas de GCCG,
parece ser uma interessante abordagem, e o objetivo desse trabalho é expandir o
entendimento no que diz respeito ao desenvolvimento dessas lesdes.

Diversos estudos afirmam que a fracao proliferativa dos GCCG é composta
pelas células mononucleares de origem ndo monocitica (BROOKS; GLOGAUER,;
MCCULLOCH, 2019; ITONAGA et al. 2003, SOUZA; MESQUITA; GOMES, 2000). No
presente estudo, células gigantes multinucleadas foram observadas até a 22
passagem na cultura primaria de células derivadas de GCCG e, a partir da 32
passagem, apenas células mononucleares foram observadas. Estudos anteriores
também relataram o desaparecimento de células multinucleadas semelhantes a
osteoclastos na cultura de GCCG, juntamente com o crescimento continuo das células
mononucleares fusiformes (EL-MOFTY & OSDOBY, 1985; ITONAGA et al., 2003).

Da mesma forma que foi observado em nossos resultados, Wiilling, Delling
& Kaiser (2003) relataram em seu trabalho que apenas as células mononucleares
sobreviveram em cultura de células derivadas de tumores de células gigantes do 0sso.
Ainda, através da cultura de células provenientes de granuloma de células gigantes
de ossos da mao, autores observaram que as células semelhantes a macréfagos e as
células gigantes ndo persistiram em cultura, 0 que sugere que 0 componente
proliferativo desses tumores seria uma ceélula mesenquimal com capacidade de se
diferenciar em linhagem fibroblastica/osteoblastica (ITONAGA et al., 2002).

No tumor de células gigantes dos 0ssos longos, as células proliferativas
sdo CD14CD51CD61 (BEHJATI et al.,, 2013), e de forma similar, a maioria das
células de GCCG isoladas no presente trabalho também eram células mononucleares
com formato fusiforme e perfil de expressdo CD14'CD51'CD61". Esses achados

corroboram com o fato de as células gigantes multinucleadas presentes no GCCG
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serem reativas, enquanto as células mononucleares seriam protagonistas na
patogénese dessa lesao.

Steensma e colaboradores (2013) isolaram células CD14- de amostras de
tumor de células gigantes de ossos longos, realizaram analises para marcadores de
linhagem osteoblastica e analisaram a capacidade dessas células “estromais” sofrer
diferenciacdo osteoblastica e induzir osteoclastogénese em co-culturas com células
monociticas. De forma complementar, células do GCCG, quando colocadas em
cultura, comportam-se de forma semelhante ao tumor de células gigantes dos 0ssos
longos, do ponto de vista da capacidade de sofrer diferenciagcdo osteogénica
(MIGUITA et al., 2022).

Em outros termos, resultados publicados recentemente por nosso grupo
demonstraram que as células do GCCG apresentaram autocapacidade de aumentar
os niveis de fosfatase alcalina em um padrdo tempo-dependente e, sob inducdo
osteogénica, apresentaram aumento do numero de depdsitos de célcio e maior
expressdo dos genes BGLAP (osteocalcina), RUNX2, ALPL (fosfatase alcalina) e
SSP1 (osteopontina). E, do ponto de vista genético, este mesmo estudo demonstrou
gue as células de GCCG, apresentam mutacdes restritas as células mononucleares
de provavel origem mesenquimal. Enquanto as células mononucleares eram positivas
para as mutacdes em TRPV4 ou KRAS, as células gigantes semelhantes a
osteoclastos mostraram genétipo selvagem para ambas as mutacdes (MIGUITA et al.,
2022).

Adicionalmente, estas células mesenquimais tém sido chamadas de
“estromais”, mas sabe-se que elas sdo o componente proliferativo dos GCCG. Por
consequéncia, considerando seu papel na tumorigénese, essas células
mesenquimais ndo se enquadram estritamente no conceito de “estroma”.

Em resumo, os resultados dessa dissertacdo reforcam o panorama de que
as células mesenquimais fusiformes ou CD14CD51CD61 sdo centrais na
patogénese dos GCCG, enquanto as células mononucleares de origem monocitica
(CD14%) e as celulas gigantes semelhantes a osteoclastos (CD51*CD61*) séo

reativas.
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7 CONCLUSAO

A proliferacao das subpopulagdes de células mononucleares presentes nos
GCCG dos maxilares ja foi sugerida por diferentes autores, entretanto a
caracterizacdo dessas células ainda permanece pouco explorada. Este trabalho
expande a compreensao acerca do perfil de popula¢cdes de células mononucleares
que participam na patogénese dessas lesoes.

Adicionalmente, este estudo abre precedentes para a expansao de estudos
destas lesbes em cultivo celular, com a finalidade de explorar terapias

medicamentosas mais eficazes para o tratamento da leséo.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) destinado
amaiores de 18 anos de idade

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Destinado a individuos maiores de 18 anos)

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntéario (a) a participar da pesquisa
“Caracterizacao in vitro e in vivo das lesfes de células gigantes de maxilares”.
A leséo de células gigantes € capaz de causar grande destruicdo 0ssea e acomete
individuos de diferentes idades. Nesta pesquisa pretendemos compreender melhor
quais os tipos de células que existem nesta lesdo, sua interagdo e causas que levam
o desenvolvimento desta lesdo para auxiliar em possiveis tratamentos futuro.

Caso vocé autorizar sua participacdo nesta pesquisa, sera efetuada a coleta
de um fragmento da lesé@o apos a cirurgia. Este fragmento sera cultivado e
multiplicado em laboratdrio para que possamos estudar 0s processos que ocorrem
dentro desta les@o e que ocasionam o desenvolvimento dela. Ressaltamos que o
método de coleta do material a ser pesquisado ndo requer intervenc¢do adicional,
além do procedimento cirtrgico o qual vocé sera submetido para diagnostico e
tratamento da lesdo, e ndo comprometera nem o diagnéstico da lesdo e nem o seu
tratamento. Uma pequena amostra de tecido normal da mucosa da boca também
sera coletada durante a realizacdo dos pontos/acertos da ferida cirargica. A coleta
do material normal vai permitir que possamos comparar os resultados obtidos neste
material com os resultados obtidos na lesdo. Todo este material podera ser mantido
por um longo periodo de tempo e nenhum uso comercial sera feito em hipétese
alguma. O material cultivado do tumor podera ser usado também em outros estudos
posteriores que podem revelar a alteracdes genéticas que aumentam a chance de
desenvolver algumas doencas, mediante sua permissao. Vocé tem o direito de pedir
gue o material seja descartado a qualquer momento, se desejar.

Todos os resultados serdo utilizados apenas para pesquisa e ensino. Todas
as informacdes coletadas serdo mantidas em sigilo, apenas os pesquisadores
envolvidos nesta pesquisa terdo acesso aos dados. O (A) Sr. (a) néo sera
identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar, garantindo o seu
anonimato ao publicar os resultados desta pesquisa.

Estamos a sua disposicdo para esclarecimentos sobre a metodologia
empregada, antes e durante todo o curso da pesquisa. Em qualquer fase desta
pesquisa vocé tera a liberdade para se recusar a participar ou para retirar seu
consentimento sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu tratamento. Este
estudo nao oferecera riscos além daqueles proprios da cirurgia que sera
submetido(a) e aqueles relacionados a ansiedade de participar de um projeto de
pesquisa. Este estudo também ndo tera nenhum custo ou ressarcimento para voce.
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Esta pesquisa ajudara a entender melhor os mecanismos que podem levar ao
desenvolvimento das lesfes de células gigantes de maxilares e isso sera muito
importante para que melhorar as condutas de tratamento da doenca no futuro.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais,
sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no laboratorio de
biologia molecular (sala 3205) da faculdade de Odontologia da UFMG e a outra
sera fornecida ao Sr. (a). Neste mesmo local, os dados, materiais e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 (cinco) anos e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores
tratardo sua com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacéo brasileira
(Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e
suas complementares), utilizando as informac¢des somente para fins académicos e
cientificos.

Eu, , portador do documento
de ldentidade fui informado (a) dos objetivos, métodos,
riscos e beneficios da pesquisa “Caracterizagao in vitro e in vivo das lesdes de
células gigantes de maxilares”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e
modificar minha deciséo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta
pesquisa.

( ) Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisa,
mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de
consentimento livre e esclarecido que explique para que sera utilizado o material.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original
deste termo de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo
pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas
davidas.
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Nome completo do responséavel pelo participante
Data

Assinatura do responsavel pelo participante

Carolina Cavalieri Gomes

Endereco: Av Antonio Carlos, n°® 6627
CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895

E-mail: gomes.carolinac@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel
Data

Lucyene Miguita Luiz

Endereco: Av Pres. Antonio Carlos, n° 6627
CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895/ (11)982262060

E-mail: Imiguita@gmail.com

Assinatura do pesquisador (pos-doutoranda)
Data

Raphaela Alvarenga Braga de Freitas

Endereco: Av Pres. Antonio Carlos, n° 6627
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CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895

E-mail: raphaela400@hotmail.com

Assinatura do pesquisador (mestranda)

Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera
consultar:

COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.


mailto:coep@prpq.ufmg.br
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) destinado
a pais de menores de 18 anos de idade

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Destinado a pais de individuos menores de 18 anos)

O seu/sua filho (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “Caracterizacao in vitro e in vivo das lesdes de células gigantes de
maxilares”. Pedimos a sua autorizagao para a coleta, o depdsito, o armazenamento,
a utilizacao e descarte das lesdes orais. A utilizacdo do material biologico esta
vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros
futuros. Nesta pesquisa pretendemos entender melhor quais os tipos de células que
existem nesta lesdo. Ressaltamos que o método de coleta do material a ser
pesquisado ndo requer intervencao adicional, além do procedimento cirargico o qual
o seu/sua filho(a) serd submetido para tratamento. O estudo oferecera riscos
minimos a saude do seu/sua filho (a), sendo que um dos possiveis riscos podera ser
a perda de sigilo das informacfes. Para minimizar esse risco apenas 0s
pesquisadores terdo acesso aos dados, garantindo o anonimato, e serao utilizados
apenas para pesquisa e ensino. Quanto aos beneficios, a pesquisa contribuird para
melhor entendimento da causa dessas lesdes, possibilitando um diagnéstico final
mais preciso e um tratamento mais adequado.

Para patrticipar deste estudo o seu/sua filho (a) ndo terd nenhum, nem
recebera qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito
a indenizacdo. O Sr. (a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto
que desejar e estard livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer
tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar 0 consentimento de guarda e
utilizacdo do material bioldgico coletado, valendo a desisténcia a partir da data de
formalizacdo desta. A participacao € voluntaria, e a recusa em participar ndo
acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o seu/sua filho (a)
€ atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a identidade com padrdes profissionais
de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir do material bioldgico, estardo
a sua disposicao quando finalizada. O nome do seu/sua filho (a) ou o material que
indique a participacdo nao sera liberado sem a sua permisséo. O seu/sua filho/filha
nao sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais,
sendo que uma serd arquivada pelo pesquisador responsavel, no laboratério de
biologia molecular (sala 3205) da faculdade de Odontologia da UFMG e a outra
sera fornecida ao Sr. (a). Neste mesmo local, os dados, materiais e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 (cinco) anos e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores
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tratardo a identidade do seu/sua filho (a) com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislacao brasileira (Resolucfes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201
do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informacfes
somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento
de Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos,
riscos e beneficios da pesquisa “Caracterizagao in vitro e in vivo das lesdes de
células gigantes de maxilares”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacoes e
modificar minha deciséo de participar se assim o desejar.

( ) Concordo que o material biolégico do meu/minha filho (a) seja utilizado somente
para esta pesquisa.

( ) Concordo que o material biolégico do meu/minha filho (a) possa ser utilizado em
outras pesquisa, mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei
outro termo de consentimento livre e esclarecido que explique para que sera
utilizado o material.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:

Declaro que concordo em patrticipar desta pesquisa. Recebi uma via original
deste termo de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo
pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas
davidas.

Nome completo do responsavel pelo participante

Data

Assinatura do responsavel pelo participante



Pesquisadores:

Carolina Cavalieri Gomes

Endereco: Av Antonio Carlos, n° 6627
CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895

E-mail: gomes.carolinac@gmail.com
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Assinatura do pesquisador responsavel
Data

Lucyene Miguita Luiz

Endereco: Av Pres. Antonio Carlos, n° 6627
CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895/ (11)982262060

E-mail: Imiguita@gmail.com

Assinatura do pesquisador (pés-doutoranda)
Data

Raphaela Alvarenga Braga de Freitas
Endereco: Av Pres. Antonio Carlos, n° 6627
CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895

E-mail: raphaela400@hotmail.com
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Assinatura do pesquisador (mestranda)

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera
consultar:

COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.


mailto:coep@prpq.ufmg.br
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APENDICE D - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido para menores
(TALE)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES

Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa intitulada: “Caracterizacao
in vitro e in vivo de células das lesdes de células gigantes de maxilares” que sera
realizada no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB - UFMG), para que faca a doacéo do tecido da lesdo removida durante a cirurgia
para seu tratamento.

1. Objetivo da pesquisa: € analisar as células existentes na lesdo de células gigantes
multinucleadas para melhor entender o processo de como ocorre o desenvolvimento
desta leséo.

2. Procedimentos: As amostras utilizadas neste estudo seréo obtidas a partir do
tecido tumoral removido de vocé através do procedimento cirdrgico indicado e
necessario para o seu diagndstico e tratamento. Para a obtencéo deste material ndo
sera efetuado nenhum procedimento adicional.

3. Riscos: A participacdo na pesquisa citada ndo apresenta risco significativo de
ordem fisica ou psicoldgica para o participante e sua identidade sera mantida em sigilo
durante e apds o término da pesquisa. Todos os dados coletados serdo mantidos em
anonimato. E ressaltamos que o método de coleta do material a ser pesquisado nao
requer nenhuma outra intervencao adicional, além do procedimento cirdrgico o qual
seu (sua) filho (a) sera submetido para tratamento.

4. Beneficios: Esta pesquisa podera contribuir com maior conhecimento sobre o
desenvolvimento destas lesdes e permitir 0 estabelecimento de tratamentos mais
adequados, sem beneficio direto para o participante da pesquisa.

5. Custo: O participante da pesquisa nao tera nenhum gasto para a realizagao da
pesquisa uma vez que tudo sera fornecido gratuitamente pelos pesquisadores
responsaveis.

6. Sigilo: Nao sera revelada, sob nenhuma hipotese, a identidade do participante da
pesquisa bem como de seu responsavel, sendo que as informagdes fornecidas serao
confidenciais e de conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis.

7. Informagoes adicionais: Vocé tem plena liberdade de retirar seu consentimento e
deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer penalizagéo por
parte do pesquisador responsavel ou prejuizo do tratamento, caso estiver fazendo na
instituicdo e sem perder os beneficios descritos acima.

As informagdes contidas neste documento sao fornecidas pelos responsaveis desta
pesquisa, Profa. Dra. Carolina Cavalieri Gomes e Lucyene Miguita Luiz, ambas do
Departamento de Patologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Os
pesquisadores responsaveis estarao a disposi¢cao para esclarecer qualquer duvida e
assisténcia no enderego: Av. Presidente Antdnio Carlos, 6627, Pampulha, e no e-mail:
gomes.carolinac@gmail.com

Este documento esta sendo elaborado em 2 vias sendo uma do participante e outra
do pesquisador responsavel.

Apés ter sido informado e ter minhas duvidas suficientemente esclarecidas pelos
pesquisadores, concordo em participar como voluntario desta pesquisa, doando o
tecido coletado.


mailto:gomes.carolinac@gmail.com

Assinatura do participante da pesquisa:

Nome por extenso do participante:

DATA [/
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido do representante legal para participagado da pesquisa.

Pesquisadores:

Carolina Cavalieri Gomes

Endereco: Av Antonio Carlos, n° 6627
CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895

E-mail: gomes.carolinac@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel
Data

Lucyene Miguita Luiz

Endereco: Av Pres. Antonio Carlos, n° 6627
CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895/ (11)982262060

E-mail: Imiguita@gmail.com

Assinatura do pesquisador (pos-doutoranda)
Data
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Raphaela Alvarenga Braga de Freitas
Endereco: Av Pres. Antonio Carlos, n° 6627
CEP: 31370-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 34092895

E-mail: raphaela4d00@hotmail.com

Assinatura do pesquisador (mestranda)
Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera
consultar:

COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592,


mailto:coep@prpq.ufmg.br
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Abstract

Background: Central gunt cel granuomas (CGCG) of the jaws are osteoly Ly kesions
that may belave aggressively and respond poordy to surgery. Microscopicaly, in addi-
ton to gant cely, there is a clear cell Lt | o of maccophige/
monocytic cells and spindle-shaped cells of fryenal orfgin. Seveaty two percent
af thase tumours harour mutually exclusive TRIVE, KRAS and FGFRY mutations. We
airmed to Fssess the mutabions status of monanudear and giant cells and the osteo-
genic potertial of stromal cels In vitro and in vivo

Methods and Results: We scroened CGOG for signature mutations and used Lser
caplure microdisection to demansirate that the mutations are restricted to the man-
anucear cells. Additorally, we established CGCG primary cell culture and cbserved
that the ceds retained the mutations throughout passages. By flow cytometry, we
chserved predaminance of CDIACOSTTDET cofs, conststent with the expected
profée for stroma cefis. Considering the mesenchymal origin of stromal cels, we
assesved the osteogenic differentiation potential of CGCG cefls i culture by cyto-
chemistry tvon Kossa and alizarin red stainingl, Akaline phosphatase (ALP) sctivity
assay and gere expression of osteogenic markers. CGCG cells presentad self-capacity
10 Increase ALP levels in 3 time-dependent manner and under astoagenic mduction
presented Increasing nimber of calclum deposits. and overal higher expeession of
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