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RESUMO

Um banco de tumores com organizacio sistema-
tizada das informacoes permite a elaboracao de pes-
quisas em cancer com conclusoes solidas e cientifi-
cas. Assim, ha a necessidade de um protocolo
especifico, cuja principal vantagem seria a de agre-
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gar informacoes qualificadas sobre o doador as
amostras tumorais utilizadas para a pesquisa. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver um proto-
colo de procedimentos simples, confiavel e repro-
duzivel, para adquirir e armazenar amostras de
tumores do sistema musculo-esquelético. O plane-
jamento deste protocolo tem como base os dados
da literatura relacionada a bancos de tecidos neo-
plasicos, no periodo de 1969 a 2005. Descreve a cap-
tacdo, armazenamento das amostras e o historico
do doador. O banco de tumores com um protocolo
eficiente permite armazenar amostras de tecido
normal e neoplasico, além de registrar dados refe-
rentes a pacientes com lesoes neoplasicas. Além dis-
so, possibilita o fornecimento, aos pesquisadores em
cancer, de amostras de tecido em condicoes ideais
para a pesquisa.
Descritores — Bancos de tecidos/organizagdo & administra-
cdo; Bancos de tecidos/tendéncias; Neopla-
sias dsseas; Protocolos; Neoplasias/patologia;

Oncologia/métodos; Comportamento coope-
rativo

ABSTRACT

A Tumor Bank with systematic organization of data
allows for the carrying out of cancer research with
sound and scientific conclusions. The need thus arises
for a specific protocol whose main advantage would
be that of adding qualified donor information to
tumor samples used in research. The purpose of this
study was to develop a simple, reliable, and replicable
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procedures protocol to acquire and store samples of
musculoskeletal tumors. The basis for the planning of
this protocol comprises the information gathered in
the literature relating to tumor tissue banks from 1969
to 2005. The paper describes the capture, storage,
and donor background. The tumor bank with an
efficient protocol allows to store both healthy and
neoplastic tissue, and to record information relating
to patients with neoplastic lesions. Furthermore, it
enables supplying tissue samples in ideal research
conditions.

Keywords — Tissue banks/organization & administration;
Tissue banks/trends; Bone neoplasms;
Protocols; Neoplasms/pathology; Medical
oncology/methods; Cooperative behavior

INTRODUCAO

O interesse no campo do conhecimento e da pesqui-
sa dos tumores conservados em banco de tecidos crio-
preservados vem de longa data. No momento da cién-
cia, os principais objetivos dos bancos de tecido
neoplasicos sdo as investigacdes em biologia mole-
cular. Entre os beneficios, destacam-se a identificacio
de rearranjos clonais de genes e a sobre-expressdo de
alguns oncogenes. Com o desenvolvimento das técni-
cas da patologia molecular que permitem realizar estu-
dos de expressdo génica, é fundamental para pesqui-
sadores em cancer a utilizag¢ao de tecidos neoplasicos
humanos em condi¢des ideais de armazenamento e
obtidos de modo ético. Com protocolos bem defini-
dos, uma rede de bancos de tumores (RBT) tem como
objetivo suprir os pesquisadores com amostras de tu-
mor ou outros tecidos de pacientes com cancer, acom-
panhadas do maior nimero possivel de informagdes
desses pacientes.

O desenvolvimento do banco de tumores (BT), com
organizacdo sistematizada das informag¢des, permite a
elaborac@o de pesquisas em cadncer com conclusdes
s6lidas e cientificas. Com esse objetivo surge a neces-
sidade de um protocolo especifico. A principal vanta-
gem seria a de agregar, as amostras tumorais em per-
feito estado para pesquisa, informagdes qualificadas
sobre o doador.
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O objetivo desta publicacdo é a divulgacdo de um
protocolo de procedimentos simples, confidveis, re-
produtiveis e factiveis em nosso meio para obtencdo e
armazenamento de amostras de tumores primarios ma-
lignos e benignos e tumores secunddrios que acome-
tem o sistema musculo-esquelético.

METODOS

O planejamento deste protocolo tem como base da-
dos extraidos da literatura. A combinacdo de dados de-
mogréficos com nome, sexo, idade, profissdo, historia
familiar de doenga tumoral, inicio dos sintomas, trata-
mento prévio, localizacdo do tumor, diagndstico inicial
apos laudo do médico patologista, entre outros, propor-
cionou sua criacdo num formato proprio para a inser-
¢do dos dados de maneira digital, armazenados e orga-
nizados em uma tabela de dados Microsoft Excel®.

O protocolo (tabela 1) foi desenvolvido por uma
equipe multidisciplinar composta por médicos da Or-
topedia, Genética, Anatomia Patoldgica e Oncologia
da Escola Paulista de Medicina e aprovado pelo Co-
mité de Etica e Pesquisa da institui¢do.

O procedimento € realizado com o paciente aneste-
siado ou sob bloqueio regional no centro cirtrgico.

A anti-sepsia deve ser realizada e campos cirtrgi-
cos estéreis devem delimitar a drea a ser biopsiada. A
coleta do material deve ser realizada com trefinas ou
através de bidpsias abertas.

O protocolo define que o material dever4 ser obtido
em dois momentos distintos, no ato da bidpsia, quan-
do se obtém tecido virgem de tratamento e, posterior-
mente, no momento de ressec¢do cirdrgica do tumor.
Os pacientes que desenvolveram recidiva local ou
metastases e que forem submetidos a bidpsia ou res-
seccao dessas lesdes também terdo essas amostras ar-
mazenadas no banco de tumor.

A coleta de amostras de tecido Osseo € realizada com
a agulha de Jamshidi nas dreas comprometidas pelo
tumor. A avaliagdo prévia da lesao por exames de ima-
gem direciona a bidpsia para as dreas mais representa-
tivas do tumor. Os fragmentos removidos devem pro-
porcionar material para o estudo anatomopatolégico e
para estudo genético, respeitando-se todos os precei-
tos de uma bidpsia adequadamente realizada. O tama-



Protocolo de um banco de tecidos neopldsicos 55

nho minimo adequado para as amostras que serao ar-
mazenadas em banco deve medir 0,5 x 0,3 x 0,3 centi-
metros.

Um minimo de trés cilindros dsseos deve ser envia-

do para o patologista e trés cilindros 6sseos serdo ar-
mazenados no banco de tumores.

TABELA 1

O armazenamento deve ser realizado em recipien-

tes plasticos (tubos de Ependorff) resistentes a ultra-
baixa temperatura (80° Celsius negativos), com capa-
cidade volumétrica de dois mililitros.

O armazenamento € dividido em primdrio e defini-

tivo:

Protocolo do Banco de Tecido Neoplasico

A) Dados de identificacao do doador

B) Dados de identificacao da amostra de tecido

10.

11.

12.

13.

. Nome:

Numero:
Hora:

Data da captacgéao:
Registro do doador:
Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino

Idade: Cor:
Raca: Naturalidade:
Nacionalidade: Profissao:

. Histodria familiar de tumor maligno: ( ) ndo ( ) sim
Qual?

. Diagnéstico presuntivo:

. Quimioterapia prévia: ( ) ndo ( ) sim nede ciclos:____

Esquema de quimioterapia:
Droga(s) utilizadas:

. Radioterapia prévia: ( ) ndo () sim noede sessbes:___
Dose:
Regiao anatdémica irradiada:
. Tecido captado: ( ) Bidpsia Data: Hora:
() Cirurgia Data: Hora:

. Diagnéstico definitivo:
. Tumor: ( ) Primario virgem de tratamento

() Primario pos-tratamento neo-adjuvante
() Recidiva local
() Metastético

. Estagio (Enneking):

—Benigno: ( )IA ()IB ()INA ()HUB ()IA ()1lB
- Maligno: ( )IA ()IB ()UHA ()IIB ()INA ()1IB
Sarcoma de partes moles (AJCC 62 ed):

Gy o)ynoo)ym o )ywv

Resposta histoldgica do tumor a quimioterapia pré-ope-
ratoria (Huvos):

() Grau | (0-50%)
() Grau Il (90-99%)

() Grau Il (50-90%)
() Grau IV (100%)

Material infectado: ( ) ndo ( ) sim

Agente:

Houve captacao de tecido normal do doador:
() ndo ()sim Qual?

1.

Registro no banco de amostra de tecidos
Numero de amostras captadas:
Numero do doador:

Endereco:
. Estrutura captada:
Lado: () Direito ( ) Esquerdo
- 0SSO:
() Epifise proximal ( ) Metéafise proximal
() Diafise () Epifise distal ( ) Metafise distal

() Osso chato ( ) Osso curto

— OUTROS TECIDOS: ( ) Pele () Subcuténeo

() Fascia () Musculo () Tenddao ( ) Sinovial
() Nervo () Outro:

REGIAO ANATOMICA:

3. Diagnéstico definitivo:

4. TUMOR: ( ) Primario ( ) Recidiva ( ) Metastatico

5.

. Material Infectado: ( ) nao

Houve captacao do tecido normal do doador?
()nao ()sim Qual?

. Resposta histolégica do tumor a quimioterapia pré-ope-

ratoria (Huvos):
() Grau | (0-50%)
() Grau Il (90-99%)

() Grau Il (50-90%)
() Grau IV (100%)

. Quimioterapia prévia: ( ) ndao () sim
N¢ de ciclos:
Nome(s) drogal(s):
. Radioterapia prévia:
()ndo ()sim Neode sessoes: Dose:

Regiao anatémica irradiada:

() sim Agente:
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A) Armazenamento primdrio: aquele que ocorrerd
imediatamente apés a obtencdo das amostras que sao
colocadas nos tubos de Ependorff, identificados com
seus respectivos registros e imediatamente mergulha-
das em nitrogénio liquido, no tambor de transporte
(198° Celsius negativos).

B) Armazenamento definitivo: ocorrerd quando re-
tirarmos os tubos de Ependorft do tambor de nitrogé-
nio liquido e os armazenamos na caixa plastica (figu-
ra 1). Imediatamente essa caixa é guardada no freezer
de ultrabaixa temperatura (80° Celsius negativos), onde
é mantida até sua utilizacao.

O preenchimento dos dados de identificacao do doa-
dor bem como os dados de identificacdo da amostra
de tecidos sd@o de total responsabilidade do cirurgido
oncologista.

DISCUSSAO

Os tumores Osseos primarios correspondem a 2%
de todos os tumores clinicos € 0s sarcomas 0Sseos, a
0,6% dos tumores malignos. Constituem um sério pro-
blema clinico, apesar de sua raridade. Se acrescentar-
mos a esse nimero as metastases dsseas, teremos um
numero significativo de neoplasias acometendo o es-
queleto.

Com o desenvolvimento das técnicas de patologia
molecular, que permitem estudos da expressdo génica
com transcendéncia clinica, € nos dias de hoje de suma
importancia a utilizagcdo do tecido neopldsico humano
nas pesquisas em cancer’.

O osteossarcoma € o sarcoma primdrio do 0sso mais
comum, representando aproximadamente 20% de to-
dos os sarcomas. Sua etiologia € desconhecida, ocor-
rendo com maior freqiiéncia nas criangas e nos ado-
lescentes. Sua génese e progressdo devem ser deter-
minadas predominantemente por fatores genéticos®.
Outros tumores primdrios sdo menos freqiientes, sen-
do o segundo em incidéncia o condrossarcoma e o ter-
ceiro o tumor de Ewing®.

Baseados na literatura e movidos pela idéia de arma-
zenar tecido neopldsico para estudo, iniciamos a elabo-
racdo de um protocolo amplo com dados clinicos e ci-
rurgicos, a fim de criarmos um banco de tumores (BT).
A organizac@o das informagdes obtidas foi objetiva e
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Figura 1 — Caixa contendo os tubos de Ependorff que séo resis-
tentes a ultrabaixa temperatura

direta, para facilitar a compreensdo e a utilizacdo do
protocolo pelo usuério. Nosso principal objetivo € o de
fornecer amostras de tecidos tumoral € normal, obtidos
de pacientes portadores de neoplasias malignas e be-
nignas, para os pesquisadores em cancer. Nossa visdo ¢
a de que esse material proporcione melhor conhecimento
dos mecanismos bdasicos envolvidos na génese, na evo-
lucdo e, principalmente, na avaliagdo de resposta das
neoplasias ao tratamento instituido.

A idéia de utilizar uma terapéutica que atinja so-
mente as células neoplasicas e a identificacdo de mar-
cadores capazes de distinguir pacientes sensiveis e
pacientes resistentes a terapéutica de primeira linha
sdao também objetivos da criagdo do banco de tecidos.

A constitui¢do de um BT implica algumas exigén-
cias, tais como, condic¢des ideais de coleta e imediato
congelamento da amostra. Esse periodo entre a coleta
da amostra e o congelamento é de importancia funda-
mental para a viabilidade do tecido, permitindo a ané-
lise genética do material.

A histéria completa do doador é imprescindivel para
0 banco de tumor.
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Decidimos, em nosso Servigo, concentrar nossos es-
tudos e o desenvolvimento das técnicas de armazena-
mento em amostras de alguns tumores bem cataloga-
dos, principalmente o osteossarcoma®.

No que se refere ao armazenamento dos tumores,
ha vantagens e desvantagens no congelamento em
freezer e no nitrogénio liquido. Os beneficios do con-
gelador a 80° Celsius negativos sdo a possibilidade de
armazenar cerca de 15.000 tubos de Ependorff de 2ml,
o fécil acesso aos exemplares e a menor infra-estrutu-
ra necessdria. No entanto, sdo desvantagens o preco
elevado, a fragilidade desses equipamentos e sua de-
pendéncia da energia elétrica.

Quando analisamos o armazenamento no nitrogé-
nio liquido, evidenciamos a dificuldade no acesso aos
exemplares e a necessidade de manuten¢do constante
do nivel de nitrogénio. As vantagens sdo a conserva-
cdo em nitrogénio liquido a 196° Celsius negativos e
sua independéncia da energia elétrica’%.

Em nosso protocolo denominamos como armaze-
namento primario o congelamento em nitrogénio li-
quido; este € realizado imediatamente apds a obten-
cdo do exemplar, sem prejudicar o diagndstico do
paciente. O armazenamento definitivo € o acondicio-
namento no freezer a 80° Celsius negativos.

Apoiados nos conceitos estabelecidos pela literatu-
ra e embasados em nossa experiéncia nas condicdes
de nossa estrutura atual, definimos o freezer a 80° Cel-
sius negativos para o armazenamento definitivo.

No que se refere ao protocolo de registro dos dados
dos doadores, € imperioso o registro de informagdes
bésicas, como sexo, idade, diagndstico clinico e histo-
patoldgico, classificacdo TNM, diferenciacdo entre tu-
mor primdrio, metastitico ou recidivante, anamnese,
antecedentes de tratamentos, seguimento pds-opera-
torio, grau histoldgico, tipo de amostra e agentes in-
fectantes, entre outros!+.

A anotagdo precisa da estrutura captada foi mais um
item adicionado, uma vez que este protocolo é dirigi-
do para um banco de tumores do sistema musculo-
esquelético. Este dado informa o osso e sua drea ana-
tomica e ou tecidos moles captados. O nome e o registro
do paciente doador também foram acrescentados, pois
acreditamos que deva haver um /ink entre BT e os pes-

quisadores em caso de novas descobertas que pode-
riam de alguma forma beneficiar o doador.

No que tange a biosseguranca, sdo escassos os da-
dos na literatura. Apenas Morente" e Sastre-Garau®
demonstraram alguma consideragc@o sobre o assunto.
O primeiro apenas salienta os riscos, enquanto o se-
gundo aconselha que a equipe envolvida trate todos os
exemplares como se estivessem contaminados. Ha ris-
cos inerentes a manipulagdo das amostras bioldgicas
que poderiam estar infectadas por agentes patogéni-
cos, como, por exemplo, HIV, HBV e BK®. Nossa con-
duta estd de acordo com Morente), uma vez que ain-
da ndo é possivel assegurar de forma plena a auséncia
de agentes infecciosos mediante testes especificos de
todos os doadores.

Os beneficios oferecidos pelas pesquisas com teci-
dos humanos tumorais ou normais, oriundos de doa-
dores, ndo podem deixar de lado a séria e complexa
questdo ética e médico-legal. Toda informagdo forne-
cida deve ser preservada, de modo a ndo haver identi-
ficagdo do doador!-*-13,

COMENTARIOS

1) O banco de tecidos neopldsicos possibilita orga-
nizar dados referentes a pacientes com lesdes neopla-
sicas. Este deve fornecer o maior nimero possivel de
informacdes sobre o doador. Um dos principais obje-
tivos € ter capacidade de prover os pesquisadores em
cancer com amostras de tecido neopldsico e normal
em condi¢des ideais para a pesquisa.

2) O doador deve ser mantido no anonimato, mas
precisa ocorrer um [ink entre o BT e os resultados das
pesquisas, propiciando ao paciente todos os benefi-
cios oriundos das pesquisas com seus tecidos.

3) Os exemplares de tecido humano devem ser ma-
nipulados com precaugdo, pois podem conter agentes
infecciosos.

4) A captagdo de tecido, tanto neopldsico como nor-
mal, ndo pode prejudicar o paciente nem interferir em
seu diagndstico.

5) O congelamento primdrio deve ser feito o mais
breve possivel, dentro dos primeiros dez minutos apds
a captacdo do material.
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CRITICA

Este € um artigo bem escrito, bem elaborado e
de bastante utilidade para divulgar a importancia
de um Banco de Tecidos Neoplasicos.

A publicacdo deste artigo serd de grande utili-
dade para os Servicos que pretendem trabalhar
em pesquisas sobre neoplasias.

JOSE DONATO DE PROSPERO
Professor Titular e Livre-Docente de Anatomia Patolégica
do Departamento de Ciéncias Patolégicas da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo
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