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RESUMO

DE CASTRO E SILVA PINHEIRO, Rafael. Estabelecimento e caracterizagao do biomodelo
murino de xenoenxerto derivado de paciente (PDX) de Tumor Maligno de Bainha de Nervo
Periférico. Rio de Janeiro, 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema
Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad,
Ministério da Saude, 2021.

O Tumor Maligno de Bainha de Nervo Periférico (TMBNP), ainda que raro, ¢ o sexto
sarcoma de partes moles mais comum. Aproximadamente 50% dos casos sdo espontaneos € 0s
outros 50% s3o observados em pacientes com Neurofibromatose tipo 1 (NF1). Surge,
principalmente, na bainha de nervos sensitivos de grandes raizes nervosas e apresenta-se
clinicamente como massa dolorosa de crescimento progressivo. A base do tratamento ¢ a
resseccao cirirgica com margens livres, ja que ndo ha terapia sistémica eficaz. Modelos pré-
clinicos robustos sdo ferramentas essenciais para o desenvolvimento de novas terapias
antineoplésicas. Nesse cenario, o modelo de xenoenxerto derivado de paciente (PDX, patient-
derived xenograft) tem ganhado notoriedade por preservar a heterogeneidade, a complexidade
génica e as caracteristicas histologicas do tumor do paciente, bem como mimetizar a resposta
terapéutica. Contudo, poucos estudos caracterizaram detalhadamente o modelo PDX de
TMBNP. O objetivo deste estudo foi estabelecer e caracterizar o modelo PDX de TMBNP em
camundongos imunodeficientes. Onze amostras de TMBNP foram coletadas de pacientes
atendidos no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad e enxertadas no
subcutaneo de camundongos imunodeficientes nude. A média de idade dos pacientes foi de 28
anos (16-51). O sexo feminino, a cor de pele preta, a presenca de NF1 e a localizagdo anatomica
em membro inferior predominaram entre os participantes do estudo. A maioria dos tumores foi
classificada como grau histologico 3 e estadiamento patologico IIIB. A taxa de sucesso de
enxertia foi de 50% na passagem 0 (P0) e de 100% em P1 e P2. O padrdo de crescimento variou
entre as amostras de cada paciente, sendo a mediana do tempo total de crescimento dos tumores
de 106,5 dias (48-140), 80,5 (48-87) e 50 (43-59) dias em PO, P1 e P2, respectivamente. A
mediana do tempo de laténcia (tempo até o inicio do crescimento) diminuiu ao longo das
passagens: 67 (25-104), 46,5 (29-51) e 24,5 (21-34) dias em PO, P1 e P2, respectivamente. As
avaliagdes histologicas dos tumores PDX das geragdes PO, P1 e P2 evidenciaram notaveis
similaridades com seu respectivo tumor parental. A alteragdo mais marcante, presente em todos
os casos, foi a redu¢do do componente estromal dos tumores ao longo das passagens € o
consequente aumento da celularidade dos tumores PDX. A origem humana dos tumores gerados
nos camundongos foi confirmada mediante imunomarcagdo com anticorpo com afinidade
especifica para a proteina nuclear ldmina A/C humana. Contudo, foram observadas algumas
células ndo marcadas para lamina A/C, indicando a infiltragdo de células estromais murinas nos
tumores PDX. Ademais, o padrao de expressao dos biomarcadores CD56 e S100 nos tumores
PDX foi semelhante ao do seu respectivo tumor parental. Em conjunto, os resultados obtidos
indicam que o modelo PDX de TMBNP estabelecido neste estudo reproduziu as caracteristicas
histoldgicas do tumor do paciente, figurando, entdo, como um modelo adequado para estudos
pré-clinicos de TMBNP.

Palavras-chave: Tumor Maligno de Bainha de Nervo Periférico; Sarcoma; Xenoenxerto
derivado de paciente (PDX); Neurofibromatose tipo 1.
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ABSTRACT

DE CASTRO E SILVA PINHEIRO, Rafael. Establishment and characterization of the murine
model of patient derived xenograft (PDX) of Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumor. Rio
de Janeiro, 2021. Master Thesis. (Master’s Degree in Applied Sciences to the Musculoskeletal

System) - National Institute of Traumatology and Orthopedics Jamil Haddad, Ministry of
Health, 2021.

Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumor (MPNST), although rare, is the sixth most
common soft tissue sarcoma. Approximately 50% of cases are spontaneous and the other 50%
are seen in patients with Neurofibromatosis type 1 (NF1). It mainly appears in the sheath of
sensory nerves at large nerve roots and is clinically presented as a painful mass of progressive
growth. The main treatment is surgical resection with negative margins, since there is there is
no sistemic therapy. Robust preclinical models are essential tools for the development of new
antineoplastic therapies. In this context, the patient-derived xenograft (PDX) model has gained
notoriety for preserving the heterogeneity, gene complexity and histological characteristics of
the patient's tumor, as well as mimicking the therapeutic response. However, few studies have
characterized the PDX model of MPNST in detail. The aim of this study was to establish and
characterize the PDX model of MPNST in immunodeficient mice. Eleven MPNST samples
were collected from patients of the National Institute of Traumatology and Orthopedics Jamil
Haddad and grafted to the subcutaneous tissue of nude immunodeficient mice. The mean age
of the patients was 28 years (16-51). Female gender, black skin color, the presence of NF1 and
the anatomical location in the lower limb predominated among the study participants. Most
tumors were classified as histological grade 3 and pathological stage IIIB. The success rate of
grafting was 50% in passage 0 (P0) and 100% in P1 and P2. The growth pattern varied between
the samples of each patient, with the median total growth time of the tumors being 106.5 days
(48-140), 80.5 (48-87) and 50 (43-59) days in PO, P1 and P2, respectively. The median latency
time (time until the beginning of growth) decreased along the passages: 67 (25-104), 46.5 (29-
51) and 24.5 (21-34) days at PO, P1 and P2, respectively. Histological evaluations of PDX
tumors of the PO, P1 and P2 generations showed remarkable similarities with their respective
parental tumor. The most remarkable change, present in all cases, was the reduction of the
stromal component of the tumors along the passages and the consequent increase in the
cellularity of PDX tumors. The human origin of the tumors generated in the mice was confirmed
by immunostaining with antibody with specific affinity for the human nuclear protein A/C.
However, some cells did not stain for A/C protein, indicating the infiltration of murine stromal
cells in PDX tumors. In addition, the expression pattern of the CD56 and S100 biomarkers in
PDX tumors was similar to their respective parental tumor. Therefore, the results obtained
indicate that the PDX model of TMBNP established in this study reproduced the histological
characteristics of the patient's tumor, figuring, then, as an adequate model for preclinical studies
of MPNST.

Keywords: Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumor; Sarcoma; Patient-derived
xenograft (PDX); Neurofibromatosis type 1.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tumor maligno de bainha de nervo periférico

1.1.1  Epidemiologia

O tumor maligno de bainha de nervo periférico (TMBNP), anteriormente denominado
neurofibrossarcoma e schawnnoma maligno, ¢ o sexto sarcoma de partes moles mais comum,
correspondendo a 5-10% de todos os sarcomas de partes moles. Apresenta incidéncia de
1:100000 na populagdo e sobrevida geral em 5 anos de 20-60% (DURBIN et al., 2016;
MARTINEZ; FRITCHIE, 2018). Aproximadamente metade dos casos se desenvolve
espontaneamente e acomete, predominantemente, pacientes do sexo feminino entre os 30-50
anos. Os outros 50% sdo observados em pacientes com Neurofibromatose tipo 1 (NF1), sendo
a maioria do sexo masculino na segunda década de vida (FARID et al., 2014). Outro fator de
risco identificado para o desenvolvimento do TMBNP ¢ a exposicao local prévia a radioterapia
(JAMES et al., 2016).

O risco ao longo da vida de um portador de NF1 desenvolver o TMBNP ¢ de 8-13%, sendo
esta a principal causa de morte nesses pacientes. A NF1, também conhecida como doenca de
Von Recklinghausen, ¢ uma doenca autossomica dominante com incidéncia mundial de 1:3500
individuos que afeta diversos 6rgdos e apresenta amplo e varidvel espectro de manifestacdes
clinicas progressivas, ainda sem tratamento curativo. Apresenta como marcos caracteristicos
maculas de coloragdo café com leite (populacdo densa de melandcitos com inativagdo bialélica
do gene nf1) e o surgimento de neurofibromas (tumor benigno da bainha do nervo), que se
localizam em intimo contato com nervos espinhais, craniais e periféricos. Comparados a

populagdo sadia, os portadores de NF1 apresentam risco 50 vezes maior de desenvolverem



algum tumor de alto grau e, especificamente, 1000 vezes maior de desenvolverem tumor do
tecido conectivo de alto grau, como o TMBNP (DURBIN et al., 2016; GUTMANN et al.,
2017; MARTINEZ e FRITCHIE, 2018).

O TMBNP surge, principalmente, na bainha de nervos sensitivos de grandes raizes
nervosas, sendo 33-46% nos membros, 34-41% no tronco e 17-25% na cabeca e pescogo. Em
pacientes com NF1, surge comumente de um neurofibroma plexiforme pré-existente (DURBIN

etal., 2016; JAMES et al., 2016; MARTINEZ ¢ FRITCHIE, 2018).

1.1.2  Patogénese

Embora a patogénese do TMBNP seja pouco compreendida devido a sua histologia
complexa, sabe-se que diferentes aberragdes genéticas ja identificadas levam a desregulagcdo na
sinalizacdo das vias que modulam a proliferagdo, o crescimento e a apoptose celular. Contudo,
ainda ndo foram identificados rearranjos génicos especificos (UPADHYAYA, 2011).

Na NF1 h4 mutacdo no gene neurofibromina 1 (nf7), localizado no braco longo do
cromossomo 17. Ele codifica a neurofibromina, uma proteina citoplasmatica que apresenta
regido homologa a familia de proteinas que regulam negativamente os proto-oncogenes da
familia RAS, denominadas proteinas ativadoras de GTPase (GAPs). As GAPs inativam a RAS
mediante a conversao de RAS-GTP (forma ativa) em RAS-GDP (forma inativa). Foi verificado
que a neurofibromina age como uma GAP para a familia RAS de proto-oncogenes. Portanto, a
perda da funcdo da neurofibromina, pela mutagao no gene nf1, leva a hiperativacdo da via RAS,
promovendo sinais mitogénicos em excesso. A ativagao constitutiva da via de RAS estimula as
via de RAF/MEK/ERK e de PI3K/AKT/mTOR resultando na exacerbagao da proliferacdo e da
sobrevivéncia celular, o que favorece o surgimento de lesdes neoplasicas (Figura 1)

(UPADHYAYA, 2011; PEMOV et al., 2020; PRUDNER et al., 2020).
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Figura 1. Patogénese do TMBNP. A perda da fun¢do da neurofibromina promove a hiperativagdo da
via RAS, a qual hiperestimula as vias RAF/MEK/ERK e PI3K/AKTi/mTOR, levando a exarcebacdo da
proliferacdo e sobrevivéncia celular, fundamentais para a tumorigénese. Adaptada de UPADHYAYA,
2011.

O TMBNP se desenvolve a partir da perda da heterozigosidade do nf7 nas células de
Schawnn, entretanto a base molecular da transformag¢@o do neurofibroma benigno em TMBNP
ainda ¢ pouco entendida. Enquanto a inativacao do gene nf1 e a consequente perda da expressao
da neurofibromina caracterizam a maioria dos TMBNP, a perda bialélica do gene nfl ¢
insuficiente para a transformac¢do maligna. Muta¢des somaticas e alteracdes no numero de

copias de genes como o TP53, CDKN2A4, EED e SUZI2 sao reportadas como mutacgdes
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secundarias que facilitam essa transformacdo maligna (BOTTILLO et al., 2009;
UPADHYAYA, 2011; SOHIER et al.,, 2017; PRIDGEON et al., 2017, KORFHAGE;

LOMBARD, 2020; PEMOV et al., 2020).

Portanto, embora pouco compreendido, nem todos os TMBNP derivam de mutagao no
gene nfl. Estudos recentes exploraram a perda da trimetilagdo da histona H3K27 devido a
inativagdo do Complexo Repressor Polycomb 2 (PRC2, do inglés Polycomb repressive complex
2) pela mutagdo nas subunidades EED e SUZ12, encontrada em 70-90% dos TMBNP. Por
imunohistoquimica, verificou-se que cerca de 34-73% dos TMBNP apresentaram perda da
trimetilacdo da histona H3K27, sendo esta perda mais frequente nos TMBNP esporadicos e
radioinduzidos (KORFHAGE; LOMBARD, 2020; PEMOV et al., 2020; PRUDNER et al.,
2020). Ainda, algumas proteinas estdo implicadas na patogénese do TMBNP, como a fosfatase
e homologo a tensina (PTEN), o receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGF1R), receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e proteinas cinases ativadas por
mitogenos (MAPKSs) (JAMES et al., 2016).

O supressor tumoral PTEN, um regulador central negativo da cascata de sinalizagdo
PI3K/AKT/mTOR que controla o crescimento, proliferagdo e sobrevivéncia celular, ¢ o
componente mais alterado dessa via no ciclo celular nos casos de transformagdo maligna nos
seres humanos. Sua supressdo ou delecdo esta associada a transformag¢do maligna do
neurofibroma em TMBNP (VOGEL et al., 1999). A expressdo aumentada de /GFIR foi
relacionada a redugdo na sobrevida livre de doencga de pacientes com TMBNP e ao aumento do
risco de progressao tumoral (CHOW e BAKER, 2006; GREGORIAN et al., 2009; KENG et
al., 2012). O aumento da expressdo do EGFR foi notado nas células de Schwann presentes nos
TMBNP, comparado ao percentual encontrado nos neurofibromas benignos, o que indica que

ocorrem alteragdes da via de EGFR no TMBNP (YANG et al., 2011).



1.1.3  Apresentacdo clinica

O TMBNP apresenta-se clinicamente como uma massa dolorosa de crescimento
progressivo e rapido e, eventualmente, cursa com sintomas neuroldgicos locais, como fraqueza
e parestesia. Em pacientes com NF1, o inicio de dor, ou sua piora e persisténcia, em topografia
de neurofibroma prévio, associado ao aumento de volume local progressivo, sdo sinais e
sintomas que devem ser avaliados com atencdo devido a possibilidade de malignizacao
(desenvolvimento de um TMBNP) (Figura 2). Menos de 15% dos pacientes apresentam
metastase ao diagndstico, sendo os principais sitios metastaticos os pulmdes, o esqueleto e o

figado (JAMES et al., 2016a).

Figura 2. Ectoscopia do Tumor Maligno de Bainha de Nervo Periférico. Tumoragao localizada na
coxa esquerda de paciente do sexo feminino com 16 anos, portadora de NF1. Fonte: arquivo pessoal.

1.1.4  Diagnostico

A radiografia convencional ¢ o primeiro exame a ser realizado no paciente com suspeita

de tumor musculoesquelético, embora tenha baixa acuracia no diagnostico do TMBNP (Figura



3). Apos a suspeicdo clinica, a avaliagdo radiologica com ressonancia magnética ¢ o método de
imagem mais Util para avaliar as caracteristicas e a extensdo do tumor, bem como para realizar
o planejamento cirargico, embora isoladamente nao confirme o diagndstico (Figura 4) (FARID
et al., 2014). Radiologicamente, o TMBNP apresenta-se como uma massa heterogénea,
volumosa e fusiforme em posi¢do longitudinal ao nervo do qual se desenvolve (Figura 5)

(KAMRAN et al., 2012).

Figura 3. Radiografia convencional de perna de paciente portador de TMBNP. Nota-se aumento

de volume e densidade de partes moles na regido proximal e lateral da perna (setas). Fonte: arquivo
INTO.



Figura 4. RessOnancia magnética de coxa. (A) Reconstrucdo coronal ponderada em STIR
evidénciando multiplos TMBNP (setas brancas) em coxa esquerda de paciente do sexo feminino com
16 anos e NF1. (B) Aquisicao axial poderada em T2 da coxa da mesma paciente. Fonte: arquivo INTO.



Figura 5. Ressonincia magnética e imagem intraoperatéria de TMBNP localizado na perna. (A)
Reconstrucao coronal ponderada em T2 da perna de paciente com TMBNP evidenciando sua posi¢ao
longitudinal ao nervo acometido (seta vermelha). (B) Na reconstrucdo sagital ponderada em T1 nota-se
o formato fusiforme da lesdo. (C) Formato fusiforme do TMBNP em reconstrugdo sagital ponderada em
T2. (D) Imagem intra-operatoéria evidenciando a posi¢o logitudinal do TMBNP em relagdo ao nervo
acometido (setas brancas). Fonte: Arquivo INTO (A, B e C) e arquivo pessoal (D).

A tomografia computadorizada por emissao de positron com fluorodesoxiglicose (FDG-
PET) pode ser utilizada para diferenciar neurofibromas benignos do TMBNP, através da

comparac¢do do valor de captagdo padronizado (Standardized Uptake Value — SUVmax) (Figura



6). Os TMBNP apresentam esse valor significante maior que os tumores benignos (KAMRAN

etal., 2012).

Figura 6. Uso da Tomografia por emissdo de pésitrons com fluorodesoxiglicose (FDG-PET) no
TMBNP. (A) Ressonancia magnética de portador de NF1 evidencia multiplas tumores de partes moles
na regido da pelve e coxas (setas brancas). (B) No PET, o TMBNP apresenta maior captagdo (seta
branca) que os neurofibromas benignos (setas pretas). Fonte: BREDELLA et al., 2007

Diante da suspeicao clinica e radioldgica, ¢ essencial realizar a biopsia cirirgica da lesdo
suspeita para posterior andlise anatomopatologica para a confirmacao do diagndstico (DURBIN

et al., 2016; MARTINEZ; FRITCHIE, 2018).

1.1.5  Anadlise anatomopatologica

O diagnodstico do TMBNP ¢ complexo devido a auséncia de critérios morfologicos,
imunohistoquimicos e moleculares especificos. A andlise requer correlagdo com a historia
clinica do paciente, incluindo a presenga ou ndo de NF1, e a exclusdo de tumores com
morfologia similar por um painel de anélise imunohistoquimica e/ou de genética molecular.

(THWAY; FISHER, 2014; KORFHAGE; LOMBARD, 2020).



Macroscopicamente, apresenta-se com uma massa fusiforme ou globdide, solida,
brancacenta e firme, pseudoencapsulada, com areas evidentes de necrose e hemorragia (Figura
7A). Histologicamente, o TMBNP caracteriza-se por lesdo infiltrativa com padrdo mono6tono
de células fusiformes arranjadas em fasciculos longos ou com padrdo de espinha de peixe,
semelhante ao fibrossarcoma, além de, em grande aumento, apresentar padrao ‘marmorizado’,
alternando 4reas hipercelulares e mixoides (Figura 7B, 7C). As células apresentam uma
extremidade pontiaguda e outra contundente, tipico de células de diferenciacdo da bainha
nervosa, além de nucleo alongado, conico ou ondulado, hipercromético ou vesicular, e escasso
citoplasma anfofilico (Figura 8) (ANGHILERI et al., 2006; THWAY, FISHER, 2014;
MARTINEZ, FRITCHIE, 2018). Apresenta ainda invasdo vascular e de estruturas adjacentes,
bem como areas de necrose (JAMES et al., 2016; BROHL et al., 2017; MARTINEZ;
FRITCHIE, 2018). A maioria dos TMBNP ¢ de alto grau, porém aproximadamente 10-15%
apresentam morfologia de baixo grau, com padrdo semelhante a neurofibroma atipico, sarcoma
fibromixoide de baixo grau, sarcoma epitelioide de baixo grau e hemangiopericitoma (THWAY

e FISHER, 2014).
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Figura 7. Caracteristicas histopatolégicas do tumor maligno da bainha de nervo periférico. (A)
Macroscopia do TMONP : massa brancacenta firme com areas de hemorragia (*) e necrose (#). (B)
Organizagdo em fasciculos longos com aspecto de espinha de peixe (C) Aspecto marmorizado
caracteristico do TMBNP: alternancia entre areas hipercelulares (*) e hipocelulares (#). Coloragao:
hematoxilina e eosina. Fonte: GOLDBLUM; FOLPE; WEISS, 2020.
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Figura 8. Morfologia das células do tumor maligno da bainha de nervo periférico. Células com
nucleo alongado, tipico de células de diferenciagdo da bainha nervosa. Fonte: GOLDBLUM; FOLPE;
WEISS, 2020.

Os patologistas enfrentam dois dilemas histologicos: distinguir o TMBNP de baixo grau
do neurofibroma e do neurofibroma atipico; e diferenciar o TMBNP de alto grau de outras
lesdes neoplasicas de alto grau. Comparado ao neurofibroma, o TMBNP apresenta maior
celularidade, pleomorfismo e atividade mitotica. Ocasionalmente, nos pacientes com NF1, um
espectro de alteracdes pode ser visto simultaneamente, variando de neurofibromas atipicos até
TMBNP de alto grau. Os neurofibromas atipicos apresentam maior pleomorfismo do que os
neurofibromas, porém ndo ha atividade mitotica (THWAY et al., 2014; JAMES et al., 2016).

Na imunohistoquimica, como os marcadores apresentam sensibilidade e especificidade
limitadas, ndo ha painel diagnostico especifico. Entretanto, apresentam valor na exclusio de
diagnosticos diferenciais, como: neurofibroma, sarcoma sinovial, angiossarcoma, melanoma e
tumores mioepiteliais. A expressdo da proteina S100 (Figura 9), um dos marcadores mais
utilizados, quando presente (aproximadamente em 50-90% dos casos), tem como caracteristica

o padrao de imunocoloragdo focal. Sua expressao difusa, que pode surgir na variante epitelioide
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e nos tumores de baixo grau oriundos de neurofibromas plexiformes, ¢ mais consistente com
schwannoma celular, sarcoma de células claras e melanoma desmoplésico, assim sendo usada
para excluir o diagnostico de TMBNP (THWAY e FISHER, 2014). Sua expressdo nio ¢
especifica para o TMBNP e estd presente em percentual significante de sarcoma sinovial,

leiomiossarcoma e rabdomiossarcoma (BROHL et al., 2017).
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Figura 9. Padrao de expressiao da proteina S100 por imunohistoquimica. (A) Marcagdo focal de
S100 caracteristica do TMBNP (B) Melanoma desmoplésico exemplificando marcacao difusa de S100.
Fonte: GOLDBLUM; FOLPE; WEISS, 2020.
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A expressdo de CD56, encontrada em células de origem neural, embora nao seja especifica
para TMBNP, ¢ considerada um marcador sensivel para tumores de bainha de nervo periférico
(GUO et al., 2012). A expressao nuclear de Sox10 (SRY-box transcription factor 10) parece
mostrar maior especificidade e sensibilidade em relagdo a S100 no TMBNP e apresenta maior
especificidade para tumores de origem na crista neural (GOLDBLUM et al., 2020). O TMBNP
raramente expressa marcadores epiteliais, o que ¢ util na exclusdo de diagndsticos diferenciais.
Embora um subgrupo apresente marca¢do focal de pancitoqueratinas (mediante deteccao pelo
anticorpo AEI/AE3) e do antigeno de membrana epitelial, a maioria ndo expressa as
citoqueratinas 7 e 19, o que auxilia a diferencia-lo do sarcoma sinovial monofasico (CARLI et
al., 2005). O TLE1 (Transducin-like enhancer protein I) é encontrado, no geral, em tumores
da bainha de nervo periférico, incluindo um terco dos neurofibromas, todos os schwannomas e
30-40% dos TMBNP, que apresentam marcacao focal e fraca, ao contrario do sarcoma sinovial
que apresenta padrao difuso (KIM et al., 2017; KORFHAGE; LOMBARD, 2019;

GOLDBLUM; FOLPE; WEISS, 2020).

1.1.6 Tratamento

Atualmente, para pacientes com doenga localizada, a ressec¢do cirtirgica com margens
livres ¢ o tratamento de escolha e mantém relagdo direta com a sobrevida livre de doenga e
global. Objetiva-se a ressec¢do com margens amplas livres, complementada com radioterapia
e/ou quimioterapia adjuvantes de forma individualizada. Nas lesdes de grande volume e
localizadas na raiz dos membros (comum nos pacientes com NF1), embora a abordagem
cirargica esteja associada a grande morbidade local e prejuizo funcional ao paciente, preconiza-
se realizar margem oncologica ampla, uma vez que ha impacto progndstico direto da ressec¢ao

cirargica com margens comprometidas (MINNA et al., 2019).
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A radioterapia adjuvante ¢ indicada principalmente para sarcomas de partes moles maiores
de Scm, de alto grau e com margens cirtirgica R1 (margem microscopica comprometida) e R2
(margem macroscopica comprometida). Ela auxilia a reduzir as taxas de recorréncia local,
embora tenha pouco impacto na sobrevida global. Deve-se discutir exaustivamente com o
paciente portador de NF1 a relagdo risco-beneficio de submeté-lo & radioterapia, visto o alto
risco de desenvolvimento de sarcoma radio-induzido ( FARID et al., 2014; KAHN et al., 2014).

Os regimes padrdes de quimioterapia para sarcomas de partes moles podem ser usados nos
pacientes com TMBNP, como o protocolo tinico com doxorrubicina ou terapia combinada com
doxorrubicina e ifosfamida. As taxas de resposta a quimioterapia combinada sdo em torno de
21%, segundo o Critério de Avaliacdo de Resposta em Tumores Sélidos (Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors — RECIST) (FERNER; GUTMANN, 2002; TORA et al., 2019).
Entretanto, ¢ escassa a literatura sobre os resultados do tratamento cirirgico combinado com
quimioterapia no prognostico do paciente (KROEP et al., 2011; FARID et al., 2014). Nao ha
opcdes terapéuticas eficazes para o paciente com doenca recidivada, metastatica e/ou
inoperavel (FERNER; GUTMANN, 2002; TORA et al., 2019).

Estudos mais atuais, incluindo ensaios clinicos de fase I e II, t€ém buscado uma terapia alvo-
especifica para o TMBNP baseada em farmacos que mostraram eficacia em outros sarcomas
(WIDEMANN; ITALIANO, 2018). Um exemplo sdo os ensaios clinicos que visaram tratar o
TMBNP com inibidores especificos da via da tirosina quinase, os quais ndo obtiveram sucesso
(KIM et al., 2017; CARLI et al., 2019). Parte da limitagdo em alcangar tratamento especifico e
avaliar sua eficacia no TMBNP vem da dificuldade em realizar ensaios clinicos de uma doenca
rara. Assim, dispor de modelos pré-clinicos que reproduzam adequadamente a doenca do
paciente ¢ fundamental para compreensdo de seu comportamento bioldgico e,

consequentemente, a busca por novas terapias.
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1.2 Modelos pré-clinicos de tumor maligno de bainha de nervo periférico

1.2.1  Linhagens celulares humanas

Nas ultimas décadas, a maioria das pesquisas translacionais sobre sarcoma de partes moles
utilizou linhagens celulares humanas destas neoplasias, cultivadas in vitro e/ou implantadas em
animais imunodeficientes, como modelo para ensaios pré-clinicos (WIDEMANN e
ITALIANO, 2018). No caso do TMBNP, linhagens celulares humanas derivadas de pacientes
com TMBNP esporadicos e de portadores de NF1 foram utilizadas, por exemplo, em estudos
in vitro e in vivo para elucidar o mecanismo de a¢do da neurofibromina, de fatores de
crescimento, da p53 e de hormodnios sexuais na biologia do tumor, bem como avaliar os
potenciais efeitos terapéuticos da quimioterapia e de terapias alvo-especificas (PERRIN et al.,
2007; JOHANSSON et al., 2008; BANERJEE et al., 2010; LOPEZ et al., 2011; TURK et al.,
2011; KAUR; CHIOCCA; CRIPE, 2014). Entretanto, tais linhagens apresentam importantes
limitacdes no desenvolvimento de testes pré-clinicos (HIDALGO et al., 2014; LU et al., 2018;
MATTAR et al., 2018).

Atualmente ¢ amplamente reconhecido que as linhagens celulares, estabelecidas ha muitos
anos, se adaptaram as condicdes de cultivo in vitro, através da selecdo darwiniana ocorrida apos
inameras passagens seriais (KIM et al., 2017). Isso as torna bastante distintas do cenario clinico,
pois exibem ganhos e perdas génicas irreversiveis, além de mudancas em suas propriedades
bioldgicas, caracteristicas essas que influenciam na evolugdo da doenga e na resisténcia ao
tratamento sistémico. Justamente por ndo manterem a heterogeneidade intratumoral em fungao
da pressdo seletiva no cultivo in vitro, essas linhagens, geralmente, ndo sdo representativas do
cenario clinico (HIDALGO et al., 2014). Ademais, poucas linhagens celulares de um mesmo
subtipo tumoral conseguiram ser estabelecidas até o momento, o que ndo ¢ representativo da

16



expressiva heterogeneidade intertumoral observada entre pacientes com um mesmo tipo
histologico de neoplasia. Essas varidveis sdo importantes na andlise da tumorigénese, do
comportamento biologico e em testes terapéuticos (LU et al., 2018).

Nesse contexto, como as linhagens celulares ndo se mostram apropriadas para estudos pré-
clinicos robustos, vem crescendo a busca por um modelo pré-clinico que transpasse essas
limitagdes, como o biomodelo de PDX (HIDALGO et al., 2014; LU et al., 2018; MATTAR et

al., 2018).

1.2.2  Modelo de xenoenxerto derivado de paciente - PDX

Os primeiros relatos de xenoenxertia de neoplasias humanas diretamente do paciente para
animais imunodeficientes, denominado modelo PDX, foram publicados por volta de 1980, em
estudos sobre cancer de pulmio e rabdomiossarcoma em criangas (HIDALGO et al., 2014).
Desde entdo, alguns modelos de PDX foram desenvolvidos e utilizados, dentre outros fins, para
a identifica¢do de biomarcadores, andlise da resisténcia a quimioterapia, desenvolvimento de
farmacos e testes pré-clinicos (MARANGONI et al., 2007; KIM et al., 2009; MOESTUE et al.,
2010; NEMATI et al., 2010; HIDALGO et al., 2011; SIVANAND et al., 2012; HOFF et al.,
2013; LI et al., 2013; SIOLAS et al., 2013 ZHANG et al., 2013).

O modelo PDX consiste na enxertia de um fragmento a fresco de tumor primario ou
metastatico oriundos de pacientes em animais imunodeficientes (majoritariamente
camundongos), o que permite o desenvolvimento do tumor diretamente em um ambiente in
vivo. Para tal, a amostra tumoral ¢ obtida do material coletado na bidpsia diagnodstica ou no
procedimento cirtirgico de ressec¢@o tumoral. A amostra ¢ seccionada em pequenos fragmentos
que sdo implantados no subcutaneo dos camundongos (enxertia heterotdpica) ou na mesma

localizacdo anatdmica do tumor parental (ortotopico). Apesar da enxertia ortotopica apresentar
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vantagem translacional por se desenvolver no mesmo microambiente anatdmico do tumor
parental e permitir o desenvolvimento de metéstase, sua execucdo ¢ mais dispendiosa e
tecnicamente mais complexa do que o modelo heterotdpico. O sucesso da enxertia, que € o
desenvolvimento do tumor do paciente no animal, permite a passagem do tumor para outros

animais e, assim, expandir uma amostra que, inicialmente, é reduzida (Figura 10) (STEBBING

etal., 2014; BLATTMANN et al., 2015; CORNILLIE et al., 2019).
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Figura 10. Esquematizacdo do processo de estabelecimento do modelo PDX e de expansio da
amostra. A amostra coletada do paciente ¢ implantada no camundongo e, ap6s estabelecido o tumor, o
mesmo ¢ ressecado, dissociado e passado para outros animais, permitindo a expansao da amostra. Fonte:
Arquivo pessoal.

Diversos estudos vém demonstrando que, diferentemente do modelo de linhagens
celulares, o0 modelo PDX preserva a heterogeneidade e a complexidade génica tumoral, bem
como melhor simula o microambiente tumoral. Além disso, ele € preditivo do desfecho clinico,
j4 que a resposta terapéutica no PDX se correlaciona com a encontrada na pratica clinica
(BERTOTTI; MIGLIARDI; GALIMI, 2011; MIGLIARDI et al., 2012; KEYSAR et al., 2013;
IZUMCHENKO et al., 2017). Ainda, em estudos de larga escala, sua utilizagdo facilita a busca

por potenciais biomarcadores relacionados a resposta terapéutica, tanto para avaliar eficacia
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quanto resisténcia a terapia (HIDALGO et al., 2014). Diferentes estudos tém demonstrado a
semelhanca histopatologica e genética entre o tumor parental e o tumor gerado no modelo PDX
com base em avaliagdes por imunohistoquimica, citometria de fluxo, cariotipagem e
sequenciamento completo do genoma e mRNA (MEEHAN et al., 2017). Entretanto, outros
estudos ja reportaram certo grau de discordancia entre os aspectos histologicos e genéticos
(MOESTUE et al., 2011, 2013; BARDELLI; CORSO; BERTOTTI, 2013). Assim, ¢ crucial
analisar a manutenc¢do das caracteristicas do tumor parental antes de utilizar o PDX para
analises pré-clinicas.

Dada a dificuldade de estabelecimento do modelo, ha poucos trabalhos que estabeleceram
PDX de sarcomas musculoesqueléticos em comparagcdo a heterogeneidade de cada tipo,
restringindo a aplicacdo extensa do PDX em pesquisas bésicas e pré-clinicas (LU et al., 2018).

Em estudo com 107 amostras de sarcomas de partes moles, coletadas no periodo de 1 ano,
ndo houve sucesso no estabelecimento de modelo com TMBNP, que representava apenas 1
amostra enxertada ortotopicamente (RUSSELL et al., 2017). Em outro estudo, com 188
amostras de diversos sarcomas de partes moles, 6 eram de TMBNP e apenas houve sucesso no
estabelecimento de 2 amostras (CORNILLIE et al., 2019). Entretanto, esses estudos nao
discutem individualmente as caracteristicas dos pacientes incluidos e nem as correlacionam
com o sucesso da enxertia. Ainda, outro estudo estabeleceu 4 PDX a partir de amostras de
TMBNP provenientes de 3 pacientes, sendo 2 modelos oriundos de um mesmo paciente com
NF1 e os outros 2 de casos esporadicos, e verificou semelhanga histologica, imunohistoquimica
e genética (CASTELLSAGUE et al., 2015).

Ha limitacdo para realizar ensaios clinicos com TMBNP, devido a sua baixa incidéncia.

Dispor de modelo pré-clinico que simule de forma satisfatoria a doenga do paciente € essencial

19



para analisar seu comportamento bioldgico e, assim, expandir o campo da pesquisa em

TMBNP, inclusive na busca por novas terapias.
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2 JUSTIFICATIVA

O TMBNP ¢ uma neoplasia maligna de partes moles rara e que carece de tratamento
sistémico eficaz até o presente momento. Sua baixa incidéncia limita ndo s6 a realizacdo de
estudos clinicos prospectivos representativos, mas também a obtencdo de amostras para o
estabelecimento de um modelo pré-clinico adequado. O INTO, por ser um hospital de alta
complexidade e ter em sua estrutura um servigo especializado em oncologia ortopédica,
apresenta-se como pilar essencial no referenciamento nacional de pacientes com tumores
musculoesqueléticos e, portanto, uma importante matriz para a realizagdo de estudos com
doengas raras.

Conforme descrito no referencial tedrico, € notoria a importancia crescente do modelo
PDX no cendrio pré-clinico da pesquisa mundial. O PDX vem se consolidando como base para
o entendimento de diversas neoplasias e como modelo pré-clinico para o aprimoramento
terapéutico, na busca de maior compreensdo do mecanismo de resposta e/ou resisténcia
medicamentosa e de biomarcadores relacionados a tal.

Embora ja tenha sido estabelecido o modelo murino de PDX de TMBNP, esse tdpico
ainda ¢ escasso literatura, principalmente no tocante a validacdo de sua semelhanga
histopatologica e genética com o tumor parental. Diante disto, ha relevante e indispensavel
potencial em caracterizar o modelo, visando o aprimoramento da andlise diagndstica e permitir
a realizacdo de testes terapéuticos em biomedelo adequado, na busca por tratamento

farmacoldgico mais eficaz e com efeitos adversos toleraveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Estabelecer e caracterizar o modelo murino de xenoenxerto derivado de paciente (PDX)

de tumor maligno de bainha de nervo periférico.

3.2 Objetivos Especificos

v" Descrever as caracteristicas clinico-patologicas dos participantes do estudo;

v Avaliar a taxa de sucesso de enxertia dos tumores nos camundongos ao longo de 3
geragdes consecutivas;

v Analisar a dindmica de crescimento dos tumores nos camundongos ao longo de 3
geragdes consecutivas;

v Comparar a similaridade histologica entre os tumores gerados nos camundongos € seu
respectivo tumor parental;

v" Confirmar a origem humana dos tumores gerados nos camundongos ¢ avaliar a presenga
de células estromais de origem murina;

v Comparar, por imunohistoquimica, o perfil de expressdo de biomarcadores entre os

tumores gerados nos camundongos e seu respectivo tumor parental.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) (CAAE: 69859417.2.0000.5273) (ANEXO
A). Os participantes e/ou seus responsaveis legais manifestaram sua concordancia em participar
do estudo através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B),
redigido de acordo com a resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Satde. Os experimentos
realizados em animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do INTO

(Protocolo 005/2017) (ANEXO C).

4.2 Coleta de dados clinicos

As informacgdes dos pacientes como sexo, idade, local do tumor, presenga de metéstase ao
diagnéstico, tipo de tratamento (cirurgico e sistémico), procedimento cirurgico realizado,
recidiva da doenca e sobrevida dos pacientes foram obtidas mediante busca em prontuario. Os
aspectos anatomopatologicos das amostras das lesdes parentais foram avaliados e
caracterizados pela equipe da Unidade de Anatomia Patoldgica do INTO. A classificagdo do
estadiamento da doenca, baseada na oitava edicdo do estadiamento pela American Joint
Committee on Cancer foi retirada dos laudos fornecidos pela Unidade de Anatomia Patologica

do INTO (ANEXO D).
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4.3 Coleta e processamento das amostras de TMBNP

Entre agosto de 2017 e dezembro de 2020, amostras frescas de tumor de pacientes foram
obtidas de cirurgias para bidpsia diagnoéstica, ressec¢do tumoral ou amputacdo de membro. As
amostras foram coletadas em ambiente estéril pela equipe de cirurgides do Centro de Oncologia
Ortopédica do INTO ou pela equipe de patologistas da Unidade de Anatomia Patoldgica do
INTO. A coleta foi feita em areas sélidas com aspecto macroscopico de tecido tumoral,
evitando-se areas de necrose ou hemorragia. As amostras foram armazenadas em frascos
estéreis e transportadas imediatamente até a Unidade de Pesquisa Experimental em Ortopedia
do INTO. Em cabine de fluxo laminar, foi adicionado meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium — Meio Eagle Modificado por Dulbecco, LGC Biotecnologia, Cotia,
SP, Brasil) a amostra, que foi acondicionada a 4°C até o inicio do processamento. As amostras
foram transferidas para placas de Petri contendo meio DMEM, e seccionadas com bisturi estéril
em fragmentos de aproximadamente 5-9 mm’ para enxertia nos camundongos. O

processamento e a enxertia das amostras foram feitos dentro de 1-2h apds a coleta do material.

4.4 Obtencao e condicoes de manutencio dos camundongos

Camundongos imunodeficientes nude com background C57/Black-6 (B6.Cg-Foxnli™) de
ambos o0s sexos e entre 6-8 semanas de idade foram obtidos do biotério de criagdo do INTO.
Os animais foram mantidos em mini-isoladores para camundongos (Série Ventlife — Alesco,
Monte Mor,SP, Brasil) em biotério com ambiente de barreira fisica contendo estantes ventiladas
equipadas com filtros de alta eficiéncia na separagdo de particulas (HEPA - high efficiency
particulate arrestance) durante todo o periodo de experimentagdo. Os camundongos foram

submetidos a ciclo claro/escuro de 12h cada, em condigdes de 40 — 60% de umidade relativa
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do ar e 20 — 25°C de temperatura ambiente. O acesso a alimentagdo com ragdo irradiada para
roedores (Nuvilab® - Quimtia, Colombo, PR, Brasil) e 4gua autoclavada foi ad libitum. Trés
dias ap6s o procedimento cirurgico, os animais do mesmo sexo enxertados com a mesma
amostra foram mantidos em um Unico mini-isolador, respeitando o limite maximo de 5 animais
por mini-isolador. Caso os animais apresentassem alteracdes de comportamento, perda
ponderal ou aspecto de dor, os mesmos foram avaliados pela veterinaria responsavel pelo

biotério que decidiu pela necessidade de eutandsia.

4.5 Procedimento cirurgico para enxertia das amostras tumorais nos camundongos

Os camundongos foram anestesiados por via inalatéria com isoflurano (Biochimico,
Itatiaia,RJ, Brasil) em vaporizador calibrado (Insight Equipamentos Ltda., Ribeirdo Preto,SP,
Brasil) na taxa de 5% vol/L de oxigénio para indu¢do (em camara de indugdo) e 2,5% vol/L de
oxigénio para manuten¢do por meio de mascara facial adaptada. Apos a indugdo anestésica, foi
realizada, por via subcutanea, analgesia intra-operatdria com cetoprofeno Smg/kg (Artrinid® -
Unido Quimica, Sao Paulo, SP, Brasil) e tramadol 5 mg/kg (cloridrato de tramadol, Laboratorio
Teuto, Anépolis, GO, Brasil). Os camundongos foram posicionados em decubito ventral e, na
altura das vértebras lombares, foi feita uma incisdo de aproximadamente 1 cm de extensdao na
pele. Em seguida, com uma tesoura de ponta curva, foi feita a divulsao e levantamento da pele,
e os fragmentos tumorais foram inseridos na regido subcutanea do dorso do animal. Com intuito
de reduzir o nimero de camundongos utilizados no estudo, um mesmo animal recebeu 4
fragmentos de tumor proveniente de um mesmo paciente. Dois fragmentos foram posicionados
no lado esquerdo e 2 no lado direito do animal, de modo que houvesse uma boa separacao entre
os 4 fragmentos e, assim, os mesmos ndo se juntassem em caso de crescimento simultaneo dos

fragmentos. A incisdo foi fechada por sutura simples com fio de nylon 5-0. Durante todo o
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procedimento, os camundongos foram mantidos em colchao térmico (Prevtech Equipamentos
Veterinarios, Sdo Paulo,SP, Brasil) previamente ajustado na temperatura de 37°C.

Quando os tumores atingiram o volume maximo de crescimento tumoral, os animais foram
submetidos a eutandsia e os tumores foram ressecados, fragmentados e enxertados em outro
camundongo, seguindo a mesma metodologia apresentada anteriormente, até que se
completassem 3 geragdes consecutivas de tumores PDX de cada caso. A primeira geracao foi

denominada PO (passagem 0), a segunda P1 e a Gltima P2.

4.6 Avaliacao do crescimento tumoral e defini¢ao do critério de sucesso de enxertia

As dimensdes tumorais foram acompanhadas semanalmente por palpagdo local e medidas
com paquimetro digital. Para o calculo volumétrico do tumor, foi utilizada a férmula: volume
total = [(dimensdo maior) x (dimensio menor)?]/2.

O volume de 200mm? foi definido como inicio do crescimento tumoral enquanto o volume
entre 1400-1600 mm? foi definido como limite maximo de crescimento tumoral, e consequente
eutanasia dos animais, com base em dados prévios do nosso grupo para evitar a necrose na
regido central do tumor (FORTUNA-COSTA et al., 2020).

O tempo de laténcia e o tempo de crescimento foram definidos, respectivamente, como o
intervalo de tempo, em dias, entre a enxertia da amostra e o inicio do crescimento tumoral (200
mm?) e entre o inicio do crescimento (200mm?) e o fim do crescimento (1400-1600 mm?)
tumoral. O tempo total de crescimento foi definido como o intervalo de tempo entre a enxertia
e o fim do crescimento, quando os tumores atingiram o limite maximo.

Quando um mesmo animal apresentou mais de um enxerto com crescimento, os dados do
tumor que atingiu primeiramente o limite de crescimento foram usados no célculo do tempo de

laténcia e de crescimento. Nos casos em que mais de um animal foi enxertado com amostra de
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uma mesma paciente, o tempo de laténcia e de crescimento representou a média dos dados do
tumor com crescimento mais rapido em cada camundongo.

Os animais foram acompanhados semanalmente por pelo menos 8 meses e, quando nao
apresentaram volume minimo de 200 mm? apo6s esse periodo, foram considerados como

insucesso de enxertia e submetidos a eutanasia.

4.7 Eutanasia dos animias e coleta de tumores e orgaos

Para a realizacdo da eutandsia, primeiramente os camundongos receberam injecao
intraperitoneal de cetamina (100mg/kg) e xilasina (5mg/kg). Apoés a indugdo anestésica, os
animais foram colocados em camara de CO> por pelo menos 5 minutos. Uma vez confirmada
auséncia de movimentos respiratorios, foi realizado o deslocamento cervical.

Ap0s a eutandsia, os animais que apresentavam crescimento tumoral tiveram o(s) tumor
(es) removidos, em cabine de fluxo laminar, e processados como descrito no item 4.3. Os
pulmdes, baco, figado e os rins de todos os animais foram coletados para avali¢ao de metéstase

por macroscopia € microscopia.

4.8 Processamento histologico das amostras

Seccdes dos tumores em seu maior eixo (pacientes e xenoenxertos) foram posicionados em
cassetes histologicos e fixadas em solugdo de paraformaldeido (Exodo Cientifica, Sumaré, SP,
Brasil) a 4% em tampao fosfato-salino por pelo menos 24h. As amostras foram processadas na
Unidade de Anatomia Patoldégica do INTO. Resumidamente, foi realizada a etapa de
desidratacdo do material mediante imersdo em solucdo de etanol/dgua em concentragdes

crescentes (70%, 95%, 100%). A seguir, foi feita a etapa de diafaniza¢do por meio de 3 banhos
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consecutivos em xilol e a inclusdo do material em parafina. Foram realizados cortes de 4 pm
de espessura no micrétomo e as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina.

Os pulmdes, figado, bago e rins dos camundongos foram coletados e fixados em solucdo de
formaldeido a 10% em agua. Apds um periodo minimo de 7 dias de fixa¢do, os 6rgdos foram

seccionados, posicionados em cassetes histologicos e processados como descrito acima.

4.9 Avaliacdo da manutencio das caracteristicas histologicas

A avaliacdo da manutencdo das caracteristicas histologicas dos tumores PDX nas
geracdes PO, P1 e P2 em relagdo ao tumor parental foi feita por uma médica patologista da
Unidade de Anatomia Patologica do INTO com ampla experiéncia em sarcomas. A avaliagdo
foi feita de forma encoberta em relacdo as passagens dos tumores PDX. Foram comparadas a
arquitetura tecidual, a composicdo do estroma, o pleomorfismo nuclear, a celularidade, a
proliferacdo celular (por meio da expressdo de Ki-67) e a necrose tecidual. As avaliagcdes da
proliferacdo celular foram feitas nas areas de maior expressao de Ki-67 (“hot spot”’) em campos
com aumento de 10X. O percentual de expressao de Ki-67 foi determinado mediante a relagdo
de células marcadas com Ki-67 com as células totais no campo avaliado, seguindo a

metodologia usada nos laudos histopatoldgicos da Unidade.

4.10 Imunohistoquimica

As analises imunohistoquimicas foram realizadas no Laboratdrio de Apoio em Patologia
(APC Laboratoério, Sao Paulo, SP, Brasil). Foram utilizados os anticorpos prontos para uso anti-
CD56 (clone 123C3), anti-Ki-67 (clone MIB-1), anti-S100 (policlonal), anti-vimentina (clone

V9), todos da DAKO Agilent (Santa Clara, CA, EUA). A imunohistoquimica foi realizada com
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o kit EnVision™ FLEX — High Ph Link (DAKO, Glostrup, Denmark) de acordo com as
instrugdes do fabricante. A incubag¢do das amostras com os anticorpos primarios foi feita por
45 minutos a temperatura e com o polimero por 25 minutos, também a temperatura ambiente.
A incubacdo com o reagente DAB (diaminobenzidina) foi feita por 5 minutos e a

contracolora¢do com hematoxilina de Harris por 10 segundos.

4.11 Aquisicao das imagens

As micrografias foram obtidas no scanner digital de laminas Aperio CS2 (Leica
Biosystems, Wetzlar,HE, Alemanha), pertencente ao Departamento de Patologia da
Universidade Federal Fluminense, ou no microscopio optico EVOS M5000 (Invitrogen,

Bothell, WA, EUA).

4.12 Analise estatistica

As variaveis categdricas foram expressas por meio de frequéncias absolutas e relativas
(percentual). As varidveis quantitativas foram apresentadas por meio de medidas de tendéncia
central (média e mediana) e por medidas de variabilidade (desvio-padrdo, valores minimos e
maximos). O tempo de laténcia e o tempo de crescimento foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) com o teste ndo paramétrico de Friedman, seguido por pds-teste de Dunn.
Para todas as andlises foram consideradas estatisticamente significativas aquelas que
apresentaram um grau de confiabilidade de 95% (p<0,05).

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism versdo 8§ para

Windows (GraphPad Software, San Diego California EUA, www.graphpad.com).
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5 RESULTADOS

5.1 Composicio da amostra do estudo

Entre agosto de 2017 e dezembro de 2020, foram realizadas no INTO 19 cirurgias em 7
pacientes com TMBNP, sendo 9 bidpsias, 4 ressecgdes e 6 amputagdes de membro. Dentre as
13 amostras tumorais coletadas, 11 foram enxertadas em camundongos imunodeficientes e 2,
devido a falta de animais para experimentagao, foram criopreservadas para enxertia futura. Trés
das 11 amostras enxertadas foram excluidas das avaliagdes, duas por ndo serem representativas
do tumor do paciente e 1 em fun¢do da eutanasia precoce do camundongo por problemas de
saide. Das 8 amostras de TMBNP avaliadas, obtidas de 6 pacientes, metade teve sucesso de

crescimento no modelo PDX (Figura 11).

19 cirurgias de pacientes
com TMBNP realizadas no
INTO entre 2017 e 2020

13 amostras de TMBNP
coletadas para o estudo

—
[ animais de experimentagéo

2 amostras ndo enxertadas por falta de ]

11 amostras enxertadas em
camundongos

« 2 amostras nao representativas do
tumor

« amostra perdida por intercorréncia com
o animal

4 amostras geraram 4 amostras nao

tumores nos

geraram tumores
nos animais (50%)

animais (50%)

Figura 11. Fluxograma da composi¢ido da amostra do estudo.
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A média de idade dos pacientes, no momento da coleta da amostra, foi de 28 anos (16-
51). O sexo feminino (6/8), a cor de pele preta (7/8), a presenca de NF1 (6/8) e a localizacao
anatdmica em membro inferior (7/8) predominaram entre os participantes do estudo. Nenhum
participante realizou quimioterapia ou radioterapia antes da coleta da amostra. A maioria dos
tumores foi classificada como grau histoldgico 3 (5/8) e estadiamento patoldgico IIIB (5/8) e 5
amostras foram coletadas de cirurgias amplas (ressec¢do ou amputacdo). Dois pacientes
apresentavam metastase pulmonar ao diagndstico e tiveram tempo médio de sobrevida de 12,5
meses. Quatro amostras foram coletadas de pacientes que apresentaram recidiva local da
doenga. As caracteristicas clinico-patoldgicas dos participantes sdo apresentadas na tabela 1,
sendo pormenorizadas em relacdo ao sucesso ou insucesso de crescimento da amostra de

TMBNP no modelo PDX.
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Tabela 1. Caracteristicas clinico-patolégicas dos participantes do estudo.

Crescimento do enxerto tumoral

., Global
Variavel Sim Nio
(n=8) (n=4) (n=4)
Idade
Mediana (min-max) 28 (16-51) 28,5 (27-51) 23 (16-47)
n (0/0)
Género
Feminino 6 (75) 3(75) 3(75)
Masculino 2 (25) 1(25) 1 (25)
Cor da pele
Preta 7 (87,5) 4(100) 3(75)
Branca 1(12,5) 0(0) 1 (25)
Neurofibromatose 1
Sim 6 (75) 3(75) 3(75)
Nao 2 (25) 1(25) 1(25)
Localizag¢ao do tumor
Perna 4 (50) 3(75) 1(25)
Coxa 2 (25) 0(0) 2 (50)
Antebraco 1(12,5) 1(25) 0(0)
Tornozelo 1(12,5) 0 1 (25)
QT/ RT prévia
Nao 8 (100) 4 (100) 4 (100)
Sim 0(0) 0(0) 0(0)
Origem da amostra
Biopsia 3(37,5) 2 (50) 1(25)
Resseccdo/amputacio 5(62,5) 2 (50) 3(75)
Grau
G2 3(37,5) 0(0) 3(75)
G3 5(62,5) 4 (100) 1(25)
Estadiamento patoldgico
1B 5(62,5) 2 (50) 3(75)
v 2 (25) 2 (25) 0(0)
N.D. 1(12,5) 0(0) 1(25)
Metéstase ao diagnostico
Nao 6 (75) 2 (50) 4 (100)
Sim 2 (25) 2 (50) 0(0)
Recidiva local
Nao 2 (25) 0(0) 2 (50)
Sim 4 (50) 2 (50) 2 (50)
NAS 2 (25) 2 (50) 0(0)
Falecimento
Nao 6 (75) 2 (50) 4 (100)
Sim 2 (25) 2 (50) 0(0)

QT- quimioterapia; RT- radioterapia; N.A."- ndo aplicével (pacientes apresentavam metéstase pulmonar
ao diagnostico); N.D. — ndo disponivel.
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5.2 Dinamica de crescimento do TMBNP no modelo PDX.

Foi observado que as amostras 1, 2, 3 e 5 apresentaram crescimento em todos os

camundongos enxertados nas passagens 0,1 e 2 (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de camundongos com crescimento tumoral em relacdo ao nimero total de animais
enxertados nas passagens 0, 1 e 2.

Numero da amostra 1 2 3 5 7 8 10 12

PO 2/2 3/3 1/1 1/1 0/2 0/4 0/3 0/1
Numero de animais com

crescimento/ numero de P1 6/6 5/5 1/1 1/1 - - - -
animais enxertados

P2 5/5 2/2 171 171 - - - -

O perfil de crescimento, na passagem 0, das 4 amostras que tiveram sucesso de enxertia
¢ apresentado no grafico da figura 12. Foi observado que os padrdes de crescimento diferiram
entre as amostras, sendo a mediana do tempo total de crescimento dos tumores de 106,5 dias
(48-140). Curiosamente, as amostras 3 e 5, cujos perfis de crescimento foram mais semelhantes,
sdo de uma mesma paciente ¢ foram obtidas nas cirurgias de bidpsia e de resseccdo,
respectivamente. Todas as amostras foram repassadas com éxito para P1 e P2 e apresentaram
mediana do tempo total de crescimento de 80,5 (48-87) e 50 (43-59) dias, respectivamente.
Apesar da redu¢do da mediana do tempo total de crescimento, ndo houve diferenga estatistica

entre os grupos.

33



1800+
1600+

1400+
1200+
1000+
800
600- = Amostra 1
- Amostra 2
400- -+ Amostra 3
200

-+ Amostra 5

Volume tumoral (mm3)

0 T T T T T T T T T T T 1
0 1S 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Dias

Figura 12. Perfil de crescimento do TMBNP em modelo PDX na passagem 0. O crescimento tumoral
foi acompanhado semanalmente. A curva de cada caso € representativa do enxerto que apresentou
crescimento mais rapido no camundongo. As amostras 3 e 5 sdo de uma mesma paciente, e foram obtidas
na bidpsia e na ressec¢ao, respectivamente.

Com o intuito de destrinchar a dinamica de crescimento dos tumores, foram comparados
o tempo de laténcia (tempo até inicio do crescimento) e o tempo de crescimento (intervalo entre
o inicio e o final do crescimento) ao longo das 3 passagens consecutivas. A mediana do tempo
de laténcia diminuiu ao longo das passagens: 67 (25-104) dias em PO, 46,5 (29-51) dias em P1
e 24,5 (21-34) dias em P2 (p=0,0741) (Figura 13A). Uma maior variagdo do tempo de laténcia
entre as amostras foi vista em PO (Figura 13A). O tempo de crescimento foi semelhante entre
as passagens, sendo as medianas em PO, P1 e P2, respectivamente, 33,5 (23-48), 34 (19-50) e
25 (22-26) (Figura 13B). Em P2, observou-se mais uniformidade do tempo de crescimento

entre as amostras do que em P1 e PO (Figura 13B).
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Figura 13. Dinimica de crescimento do TMBNP no modelo PDX ao longo de 3 passagens
consecutivas. (A) Tempo de laténcia: tempo (em dias) até que os tumores PDX de cada amostra
atingissem o limiar de 200 mm? nas geragdes PO, P1 e P2. (B) Tempo de crescimento: intervalo de tempo
(dias) entre o inicio do crescimento (200 mm?) e o final do crescimento (1400-1600mm®) nas geracdes
PO, P1 e P2. n =4, teste de Friedman e pos-teste de Dunn, p-valor = 0,0741 (tempo de laténcia) e 0,5278
(tempo de crescimento).

5.3 Comparacio das caracteristicas histologicas entre tumores PDX e os parentais.

Verificou-se que nos 4 casos que tiveram sucesso de crescimento no modelo PDX, os
tumores das geracdes PO, P1 e P2 apresentaram notaveis similaridades histoldgicas com seu
respectivo tumor parental. Caracteristicas particulares de cada tumor também foram
reproduzidas fidedignamente nos tumores PDX. Os casos sdo apresentados separadamente a
seguir.

Na amostra 1, o tumor parental apresentou arranjos em feixes, areas com diferenciagao
heterdloga (condroblastica e osteossarcomatosa) e organizacdo semelhante a de um
neurofibroma plexiforme (“ninhos”). Foram observadas 4reas extensas de estroma com
componente mixoide e outras dreas com menos estroma (maior densidade celular) (Figura 14A,
B e C). O pleomorfismo nuclear foi classificado como moderado, a celularidade como
moderada para acentuada e foi observada aproximadamente 70% de marcagdo para Ki-67 e

20% de necrose tecidual (Tabela 3 e figura 15).
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As principais alteracdes encontradas nos tumores PDX em relagdo ao tumor parental
foram: a redu¢do do componente mixoide do estroma, mais acentuada na passagem 2, o
aumento da celularidade ao longo das passagens e a reducdo das areas de necrose. As
comparagdes sdo apresentadas detalhadamente na tabela 3 e os cortes histologicos dos tumores

(parental e PDX) na figura 14.
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Figura 14. Comparacio das caracteristicas histolégicas do tumor parental com seus respectivos tumores PDX das geracdes PO, P1 e P2 da amostra 1.
Sao apresentados cortes histologicos representativos de cada amostra: paciente (A-C), PO (D-F), P1(G-I) e P2 (J-L). Coloracdo: hematoxilina e eosina. Barra de

escala: 600pum (1* fileira); 200pum (2* fileira) e 100 um (3? fileira).
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Tabela 3. Comparacio das caracteristicas histolégicas dos tumores PDX com o tumor parental

da amostra 1.

PACIENTE PDX
Amostra 1 PO P P2
Arranjo em feixes;
Arqu.ltetura estrutura de Semelhante Semelhante Sel.nelhant.e
tecidual neurofibroma (feixes mais
_plexiforme (ninhos) longos)
Composicao do | Areas mixoides e areas Redugdo da area Quase sem
Semelhante .. , L.
estroma densas mixoide area mixoide
Pleomorfismo Moderado Semelhante Aumento (sutil) Semelhante
nuclear
Celularidade Moderada/ Acentuada Semelhante Aumento Aumento
Necrose o Focal
tecidual 20% Ausente (<5%) Ausente
Vareasao 70% 30-40%  40% 40%
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Figura 15. Expresao do antigeno de proliferacio Ki-67 por imunohistoquimica na amostra 1 e em
seus respectivos tumores PDX. (A) tumor do paciente, (B) passagem 0, (C) passagem 1 e (D) passagem
2. Barra de escala: 75uM.



Na amostra 2, o tumor parental apresentou em sua organizagdo feixes curtos e
enovelados, areas de estroma mixoide (baixa densidade celular), intercaladas com areas de
maior densidade celular (aspecto marmorizado). O pleomorfismo nuclear foi classificado como
moderado e a celularidade tecidual acentuada (Figura 16A, B e C). Foi observada,
aproximadamente, 40% de células marcadas para Ki-67 e 20% de area de necrose (Tabela 4 e
Figura 17).

As principais alteracdes encontradas nos tumores PDX em relacdo ao tumor parental
foram a reducdo do componente mixoide do estroma, praticamente ndo identificado na
passagem 2, e a redu¢do da necrose. Ainda, houve o aumento da celularidade na passagem 2.
As comparagdes sdo apresentadas detalhadamente na tabela 4 e os cortes histologicos dos

tumores (parental e PDX) na figura 16.
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Figura 16. Comparacio das caracteristicas histolégicas do tumor parental com seus respectivos tumores PDX das geracdes PO, P1 e P2 da amostra 2.
Sao apresentados cortes histologicos representativos de cada amostra: paciente (A-C), PO (D-F), P1(G-I) e P2 (J-L). Coloracdo: hematoxilina e eosina. Barra de
escala: 600pum (1* fileira) ; 200pm (2 fileira) e 100 um (3* fileira).

40



Tabela 4. Comparacio das caracteristicas histologicas dos tumores PDX com o tumor parental da

amostra 2.
PACIENTE PDX
PO P1 P2
Amostra 2
Arqu.ltetura Feixes curtos Semelhante Semelhante Semelhante
tecidual (enovelados)
Composicao do Poucas areas Redugao das areas Aus,e neta
L. .. Semelhante de areas
estroma mixoides mixoides ..
mixoides
Pleomorfismo Moderado Semelhante Semelhante Semelhante
nuclear
Celularidade Acentuada Semelhante Semelhante Aumento
Necrose tecidual 20% Ausente Ausente Ausente
Marcacao
40% 70% 40-50% e
Ki-67

* Marcagdo de imunohistoquimica com qualidade ruim para avaliagao.
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Figura 17. Expresio do antigeno de proliferaciao Ki-67 por imunohistoquimica na amostra 2 e em
seus respectivos tumores PDX. (A) tumor do paciente, (B) passagem 0, (C) passagem 1 e (D) passagem

2. Barra de escala: 75uM.
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Na amostra 3, verificou-se que a arquitetura do tumor parental ¢ composta por feixes
curtos e desorganizados e que hé a presenga de estroma mixoide. O pleomorfismo nuclear e a
celularidade foram classificados como moderados e foi observada aproximandamente 60% de
area de necrose e extensas areas de hemorragia (Figura 18A, B e C).

Os tumores PDX, principalmente das passagens 2 e 3, apresentaram redug@o do estroma
mixoide e o aumento do pleomorfismo nuclear e da celularidade. As areas de hemorragia nao
foram verificadas nos tumores PDX. As comparagdes sdo apresentadas detalhadamente na

tabela 5.
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Figura 18. Comparacio das caracteristicas histolégicas do tumor parental com seus respectivos tumores PDX das geracdes PO, P1 e P2 da amostra 3.
Sao apresentados cortes histologicos representativos de cada amostra: paciente (A-C), PO (D-F), P1(G-I) e P2 (J-L). Coloracdo: hematoxilina e eosina. Barra de
escala: 775um (1* fileira) ; 300pm (2* fileira) e 150 um (3 fileira).
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Tabela 5 - Comparacio das caracteristicas histologicas dos tumores PDX com o tumor parental

da amostra 3.

PACIENTE PDX
Amostra 3 PO P1 P2
Arqu.ltetura Feixes 9urt0s N §11sp? stos Semelhante Semelhante Semelhante
tecidual em diversas dire¢des
Composicao do Predominio de estroma Redugao das Redugéo das
.. Semelhante , .. , L.
estroma mixoide areas mixoides areas mixoides
Pleomorfismo Moderado Semelhante Aumentou Aumentou
nuclear
Celularidade Moderada Semelhante AL AL
(acentuada) (acentuada)
Necrose tecidual 60% Ausente F? 8;1 Ausente
~ 0

Na amostra 5, verificou-se que a arquitetura do tumor parental ¢ composta por feixes
curtos e desorganizados e que ha a presenga de estroma mixoide e hialino. O pleomorfismo
nuclear e a celularidade foram classificados como moderados (Figura 19 A, B e C) e foi
observada aproximadamente 5% de area de necrose e 30% de marcagao para Ki-67.

Diferentemente do tumor parental, os tumores PDX ndo apresentaram areas de necrose.
Os tumores PDX apresentaram menor marcagdo para Ki-67 e, na passagem 1, foi obervado um
ligeiro aumento da area de estroma mixoide. As comparagdes sdo apresentadas detalhadamente

na tabela 6 e na figura 20.
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parental com seus réspecfiilos tumores PDX das geracdes PO, P1 e PZ da amostra 5.

ogicas do tumor
Sao apresentados cortes histologicos representativos de cada amostra: paciente (A-C), PO (D-F), P1(G-I) e P2 (J-L). Coloracdo: hematoxilina e eosina. Barra de
escala: 775um (1* fileira) ; 300pm (2* fileira) e 150 um (3 fileira).
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Tabela 6. Comparacao das caracteristicas histolégicas dos tumores PDX com o tumor parental da

amostra 5.
PACIENTE PDX
Amostra 5 PO Pl P2
Arqu.ltetura Feixes N urtos §11Sp9 stos Semelhante Semelhante Semelhante
tecidual em diversas direcoes
Composicao do Poucas areas r.nu.(mdes, Semelhante Aumen.to flas dreas o Jhante
estroma estroma hialino mixoides
Pleomorfismo Moderado Semelhante Semelhante Semelhante
nuclear
Celularidade Moderada Semelhante Semelhante Semelhante
Necrose tecidual 10% Ausente Ausente Ausente
M 30% 15-20% 15-20% 15%

Figura 20. Expresao do antigeno de proliferacio Ki-67 por imunohistoquimica na amostra 5 e em
seus respectivos tumores PDX. (A) tumor do paciente, (B) passagem 0, (C) passagem 1 e (D) passagem
2. Barra de escala: 75uM

46



5.4 Avaliacdo da origem humana dos tumores PDX e da presenca de células estromais

murinas nestes tumores.

Para confirmar a origem humana dos tumores gerados nos camundongos, foi realizada
imunohistoquimica com anticorpo com afinidade especifica para a proteina nuclear 1amina A/C
de origem humana. Observou-se que nas amostras P2 das amostras 1 e 2, os tumores foram
quase em sua totalidade positivos quanto a expressdo de lamina A/C (Figura 21). Contudo,
foram observadas algumas células presentes nos tumores nao marcadas para lamina A/C, o que
indica que houve a infiltracdo de células estromais murinas nos tumores PDX (Figura 21B e

D).
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Figura 21. Expressao da proteina limina A/C humana por imunohistoquimica nos tumores PDX
na passagem 2. A expressao da proteina ldmina A/C humana pelas células tumorais confirmou a origem
humana dos tumores. Nos cortes histologicos das imagens B e D sdo obersavadas algumas células ndo
marcadas (nicleos azulados - setas vermelhas) para ldmina A/C humana que representam a infiltragido
de células estromais murinas nos tumores. Barras de escala: 150 pm (1% linha), 75 pum (2? linha).
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5.5 Comparacio da expressio de biomarcadores entre os tumores PDX e os parentais.

Com o intuito de ampliar a avaliagdo da similaridade entre os tumores PDX e seus
respectivos tumores parentais, foram comparadas qualitativamente em relagdo a expressao das
proteinas CD56 e S100 nas amostras 1, 2 e 5. O padrdo de expressdao de CD56 dos tumores
PDX nas amostras 1 e 5 foi semelhante ao padrdo de seu respectivo tumor parental (Figura 22
A-D e I-L). Na amostra 2 ndo foi observada expressao de CD56 no tumor parental, € 0 mesmo
foi observado nos tumores PDX (Figura 22 E-H). Em relacdo a expressao de S100, na amostra
1 foram observadas areas com ampla expressdo da proteina no tumor parental, € 0 mesmo
padrdo foi observado nos tumores PDX (Figura 23 A-D). Na amostra 2, raras células foram
positivas para S100 no tumor parental e nos tumores PDX (Figura 23 E-H). Na amostra 5, ndo
foi observada expressdao de S100 no tumor parental e nos tumores PDX (Figura 23 I-L).

Nao foi observada, por avaliagio macroscopica e microscopica, a disseminagdo de
células tumorais para os pulmdes, figado, rins e bago em nenhum dos animais do estudo,

inclusive nos que nao desenvolveram tumores no subcutaneo.
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Figura 22. Expressido da proteina CD56 por imunohistoquimica no tumor parental e em seu respectivo tumor PDX na passagem 2. O padrdo de
expressao de S100 do tumor parental foi reproduzido nos tumores PDX na passagem 2 nos 3 casos avaliados. Barra de escala: 150 pm (1* e 3? colunas), 75 pm
(2% e 4 colunas).
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6 DISCUSSAO

O TMBNP ¢ um sarcoma de partes moles agressivo com prognostico ruim, por
apresentar taxa de sobrevida em 5 anos de 30-40%. Seu tratamento consiste na resseccao
cirargica complementada por radioterapia e/ou quimioterapia. O TMBNP, até este momento,
carece de tratamento farmacoldgico eficaz e tampouco se compreende integralmente sua
patogénese e seu comportamento bioldgico. O impacto da terapia sistémica na sobrevida do
paciente, visto em outros tumores malignos, fomenta a busca por abordagens mais eficazes
(ZHOU et al., 2003; ANGHILERI et al., 2006; DURBIN et al., 2016). A raridade do TMBNP
configura como uma limitagdo para a realizagdo de ensaios clinicos para a busca e comparagao
de tratamentos eficazes. Assim, estabelecer um modelo acurado para estudos pré-clinicos € um
estdgio importante para permitir testes terapéuticos e diagndsticos mais acurados,
especialmente em doengas com baixissima incidéncia, como ¢ o caso do TMBNP (BYERNE,
2017; IZUMCHENKO et al., 2017).

Nos ultimos anos, o0 modelo PDX vem se consolidando como o modelo mais adequado
para estudos pré-clinicos em oncologia IZUMCHENKO et al., 2017; FORTUNA-COSTA et
al., 2020). Apesar de ja4 haver extensa literatura de modelos PDX de carcinomas, para os
sarcomas os trabalhos ainda sdo escassos. Em especial, h4d uma caréncia de estudos que avaliem
minuciosamente a capacidade do modelo de reproduzir fidedignamente o tumor do paciente
(LU et al., 2018). E desafiador realizar estudos pré-clinicos com amostras de pacientes
portadores de doengas raras. O INTO, por ser um centro de referéncia nacional para o
tratamento de tumores musculoesqueléticos, que canaliza o direcionamento de pacientes com
TMBNP, apresenta-se como base fundamental para esse tipo de estudo.

Em nosso estudo 75% dos pacientes eram portadores de NF1, diferentemente de estudos

que relatam que aproximadamente 50% dos pacientes com TMBNP tem NF1. Além disso, o
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percentual de pacientes com metastase ao diagndstico também foi maior em nosso estudo do
que o descrito na literatura (DECLUE et al., 2000; GUTMANN et al.,2017; LY e BLAKELEY,
2019; TORA et al., 2020). Em consonancia com a literatura, a maioria dos pacientes do estudo
era do sexo feminino (JAMES et al., 2016). Curiosamente, 87,5% dos pacientes tinham cor de
pele preta. Contudo, ndo foram encontrados na literatura estudos relacionando a incidéncia de
TMBNP com a cor de pele, sendo uma caracteristica que deve ser investigada em estudos
epidemioldgicos futuros.

Outra limitacdo do estudo ¢ o numero reduzido de pacientes incluidos, podendo
influenciar nas caracteristicas epidemioldgicas e clinicas descritas. Se aumentdssemos o
nimero de pacientes, possivelmente as caracteristicas epidemiologicas seriam mais
equiparaveis as descritas na literatura. E, pelo INTO ser um centro de referéncia e de alta
complexidade do Sistema Unico de Saude, pode haver viés de selegdo do perfil dos pacientes.

Dentre as 19 cirurgias realizadas em pacientes com TMBNP no periodo do estudo, 6
amostras ndo foram coletadas, sendo 3 por falha na comunicacdo entre a equipe de
pesquisadores e de cirurgides. E importante expor que esse modelo de estudo requer total
integracao da equipe de cirurgides, patologistas e pesquisadores para seu pleno funcionamento
(BYERNE, 2017; MATTAR et al., 2018). Tal falha, como apresentada, implicou na perda de
amostra de um tumor raro, reduzindo assim a oportunidade de enxertia e estabelecimento do
modelo PDX. Embora essa perda tenha ocorrido em nosso estudo, ¢ valido ressaltar que foi
obtida pelo menos uma amostra de todos os pacientes com TMBNP atendidos no INTO no
periodo do estudo.

Duas amostras nao foram coletadas, pois a suspeita do diagnostico ndo era TMBNP. Em
um dos casos, o paciente foi atendido por outro centro de atengdo especializada do INTO. Ha

dificuldade no diagndstico preciso do TMBNP apenas por andlise clinica e por imagens
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radiologicas (CARLI et al., 2019; DURBIN et al., 2016; JAMES et al., 2016). Para minimizar
a perda de amostras, ainda mais pela raridade de certos tumores, estudos estabelecem a rotina
de coleta e criopreservagdo de amostras (STEBBING et al., 2014; PEARSON et al., 2016; YU
et al., 2017). Assim, apds andlise histologica e imunohistoquimica, opta-se pela enxertia ou
ndo, baseado no interesse do estudo em questdo, o que, inclusive, permite a criacdo de um banco
de amostras para futuras analises. Porém, tal pratica implica em maior custo e necessidade de
espaco e equipamentos adequados para o estoque do material criopreservado. Além disso, em
funcdo da dificuldade no diagnostico preciso do TMBNP, as chances de ndo se coletar amostra
da lesdo aumentam quando o paciente ¢ abordado por equipe ndo especializada (MATTAR et
al., 2018).

Uma amostra ndo foi coletada, pois a paciente apresentava processo infeccioso extenso
no local da lesdo tumoral. Alguns protocolos de estabelecimento de PDX preconizam que as
amostras sejam coletadas em solugdo com antibiotico de forma profildtica, uma vez que os
camundongos sdo imunodeficientes (VARNA et al., 2014). Contudo, no caso supracitado,
julgamos que o tratamento com antibioticos seria ineficiente e que, possivelmente, a enxertia
da amostra desencadearia um quadro infeccioso no animal, o que inviabilizaria a continuidade
do experimento.

Em nosso estudo, 11 amostras de TMBNP foram enxertadas em camundongos nude.
Contudo, a andlise histolégica de 2 amostras evidenciou que as mesmas ndo eram
representativas do tumor parental. Como consequéncia, os animais enxertados com estas
amostras foram submetidos a eutanasia. E necessario, portanto, que parte de todas as amostras
coletadas para o estudo seja separada para analise histologica para conferéncia da qualidade do
material. Além disso, visando minimizar o uso desnecessario de animais de experimentacao,

pode-se estabelecer como protocolo de rotina a criopreservacdo da amostra para posterior
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enxertia nos animais mediante confirma¢do do diagnostico e/ou qualidade da amostra
(RUSSELL et al., 2017; MATTAR et al., 2018). Um animal do estudo, ap6s 3 meses em
experimentacdo, teve que ser submetido a eutanasia porque apresentava-se debilitado. Apos
necropsia do mesmo, foi afastada a possibilidade de dbito por disseminagdo sistémica do tumor,
porém nao foi realizada investigagdo a fundo da causa mortis. Em vista da imunodeficiéncia
do animal e seu acompanhamento por um longo periodo, acredita-se que seu adoecimento tenha
decorrido da quebra de barreira na manipulagdo que propiciou a infec¢do por algum patogeno.

Alguns trabalhos verificaram menor taxa de sucesso de enxertia de amostras coletadas
durante biopsia. De fato, existe uma maior dificuldade em acessar e atingir a drea mais
representativa do tumor, bem como evitar areas de necrose e hemorragia, em amostras obtidas
de bidpsias comparada aquelas coletadas apds resseccao tumoral ou amputagdo/desarticulacao
(YU etal., 2017; IZUMCHENKO et al., 2017; ZOU et al., 2018). Em nosso estudo, metade das
amostras que tiveram sucesso na enxertia era proveniente de bidpsia. Dentre as amostras que
ndo tiveram sucesso de crescimento, apenas uma era de bidpsia. Apesar do pequeno tamanho
amostral, nossos dados indicam que, para o TMBNP, a origem da amostra ndo parece
influenciar no sucesso da enxertia. Cabe ressaltar que a experiéncia da equipe de cirurgides e
patologistas envolvidos interfere na qualidade do material coletado e, consequentemente, no
sucesso da enxertia (BYERNE, 2017; MATTAR et al., 2018).

Todos as amostras que apresentaram crescimento nos camundongos (1, 2, 3 ¢ 5) foram
graduadas histologicamente como de alto grau (G3). Houve apenas 1 amostra (7) graduada
como de alto grau que ndo apresentou crescimento tumoral no modelo murino, sendo inclusive
o unico caso de TMBNP de alto grau do estudo com evolug¢ao clinica favoravel, uma vez que a
paciente ndo apresentou metastase ao diagnostico e nem recorréncia local do tumor apos 22

meses de seguimento. J& as demais amostras que ndo tiverem sucesso no crescimento tumoral
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(8, 10 e 12) foram classificadas, pela Unidade de Patologia do INTO, como de grau
intermediario (G2). Os dados sugerem que as lesdes de alto grau apresentam maior sucesso no
estabelecimento do modelo PDX de TMBNP. Em consonancia, outros estudos verificaram que
lesdes de alto grau tém maior probabilidade de gerar tumores no modelo PDX (STEBBING et
al., 2014; YU et al., 2017; FORTUNA-COSTA et al., 2020). Vale destacar que tal fato pode
ser interpretado como uma limitacdo para estudos terapéuticos, ja que tumores menos
agressivos tendem a ndo estabelecer tumores no modelo PDX (VARNA et al., 2014; YU et al.,
2017; ZOU et al., 2018). Todavia, o uso de camundongos mais imunodeficientes, como o NSG,
poderia favorecer o estabelecimento dos tumores PDX. Desta forma, a taxa de sucesso de
enxertia do nosso estudo poderia ser maior se tivéssemos utilizado como modelo uma linhagem
de camundongos mais imunodeficiente (MATTAR., 2018).

A extensdo da doenga também parece manter relagdo com o sucesso no estabelecimento
do modelo PDX (VARNA et al., 2014; YU et al., 2017; ZOU et al., 2018). Diversos estudos ja
validaram que o sucesso do estabelecimento do PDX est4d diretamente relacionado ao pior
prognostico e desfecho clinico no paciente (VARNA et al., 2014; YU et al., 2017; ZOU et al.,
2018; FORTUNA-COSTA et al., 2020). Em nosso estudo, as amostras dos 2 pacientes com
metastase ao diagnostico desenvolveram tumores no modelo PDX. Por outro lado, amostras de
pacientes sem metdstase ao diagnostico e sem recidiva local e a distancia apos a ressec¢do nao
geraram tumores. As outras duas amostras que tiveram sucesso na enxertia foram obtidas de
paciente que, embora ndo apresentassem metastase ao diagnostico, apresentaram recidiva local
no segmento. Portanto, estes dados do nosso estudo corroboram os resultados verificados em
estudos anteriores.

Foram observados padrdes de crescimento distintos entre as amostras, o que parece estar

reproduzindo a heterogeneidade dos tumores dos pacientes. Ilustra essa hipdtese o fato das

55



amostras 3 e 5 apresentarem padrdo de crescimento semelhante, j4 que derivam do mesmo
paciente. Houve redu¢@o no tempo total de crescimento ao longo das passagens, embora nao
tenha sido estatisticamente significativo. Sabe-se que ao longo das passagens, o estroma
humano ¢ substituido por estroma murino, o que pode levar a alteragdes na sinalizagdo do
crescimento tumoral (HIDALGO et al.,, 2014; APARICIO; HIDALGO; KUNG, 2015;
BYERNE, 2017).

O tempo total de crescimento reduziu ao longo das passagens, principalmente as custas
da reducdo no tempo de laténcia, ja que o tempo de crescimento se manteve similar entre as
passagens. Estudo recente demonstrou que o tempo de laténcia encurta ao longo das passagens
devido a selecdo de células mais adaptadas a crescerem no microambiente do modelo animal
(ZOU et al., 2018). Ja em relacdo ao tempo de crescimento, os dados encontrados indicam que
a velocidade de crescimento tumoral ndo se alterou ao longo das passagens no modelo murino.
A quantificacdo do antigeno de proliferagdo Ki-67 avaliada em cada passagem corrobora essa
suposicao, ja que ela se manteve percentualmente similar ao longo das passagens nas 3 amostras
analisadas, conforme ja explicitado por outros estudos (CASTELLSAGUE et al., 2015; DE
VRIES et al., 2020).

Embora ocorra adaptacdo do tumor enxertado ao microambiente tumoral murino,
diversos estudos demonstraram que os tumores gerados no modelos PDX mantém as
caracteristicas histologicas e genéticas do tumor parental (HIDALGO et al., 2014; VARNA et
al., 2014; CHOI et al., 2016; ZOU et al., 2018; CHENG et al., 2019). De modo semelhante, em
nosso estudo, os tumores PDX de todas as geragdes apresentaram notaveis similaridades
histolégicas com seu respectivo tumor parental. Ressalta-se que certas caracteristicas
especificas de cada tumor foram reproduzidas fielmente nos tumores PDX. Uma alteragdo

marcante nos tumores PDX foi a redu¢do do estroma mixoide e o consequente aumento da
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celularidade. Também foi verificado o aumento do pleomorfismo ao longo das passagens em
alguns casos. E postulado que alteragdes histolégicas que ocorrem ao longo das passagens
representem a evolugdo natural dos tumores, semelhante ao que ocorreria no paciente
(MORELLI, 2012; IZUMCHENKO et al., 2017a).

O mesmo padrdo de alteragdo foi verificado em alguns tumores PDX de osteossarcoma
de um estudo prévio do nosso grupo (FORTUNA-COSTA et al., 2020). Também foi percebido
menor percentual de necrose tecidual ao longo das passagens em todos os casos. Contudo, o
fato de limitarmos o crescimento do tumoral até um volume especifico, ¢ um viés para a
avaliacdo da necrose dos tumores PDX.

O estudo dos biomarcadores CD56 E S100 reiterou a similaridade entre os tumores PDX
e seus respectivos tumores parentais, ao manterem o padrdo de expressdo ao longo das
passagens. Embora os tumores tenham sido comparados por andlise histologica e
imunohistoquimica, uma perspectiva do estudo ¢ ampliar as comparagdes mediante analises
genéticas. Ainda que tenham sido avaliadas apenas trés passagens no modelo PDX nesse
estudo, foi possivel realizar a expansao da amostra de uma doenga rara em quantidade suficiente
para realizagdo de ensaios pré-clinicos. Uma perspectiva deste estudo ¢ avaliar até qual
passagem do modelo PDX o TMBNP mantém suas caracteristicas originais.

O uso do modelo PDX vem emergindo nos ultimos 15 anos e os estudos apresentam
metodologias diferentes para gera-lo, o que dificulta avaliar a superioridade ou inferioridade de
cada método e reproduzi-lo (HIDALGO et al., 2014; IZUMCHENKO et al., 2017; LAl et al.,
2017; MEEHAN et al., 2017; LU et al., 2018; FUJII; KATO; SUZUKI, 2020; GOTO, 2020).
Recentemente, foram sintetizadas e publicadas as informagdes bésicas necessdrias para o
estabelecimento do modelo PDX, o que representa uma excelente ferramenta para promover

sua reprodutibilidade em estudos relacionados. Sdo explicitadas as informag¢des minimas para
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descrever as caracteristicas clinicas do tumor do paciente, o processo de implantagcdo e de
passagem do tumor e os métodos de garantia de qualidade do processo (MEEHAN et al., 2017).

O modelo PDX apresenta como uma das limitacdes a variacao de sucesso de enxertia e, no
ambito da medicina personalizada, um longo periodo entre a enxertia e a expansao da amostra
para testes pré-clinicos e sua aplicagdo clinica (CASTELLSAGUE et al., 2015). Como a
maioria dos tumores precisa de alguns meses para se desenvolverem no animal e, depois, mais
alguns outros para expandir a amostra, esse tempo prolongado limita sua utilizagdo para o
planejamento de tratamento sistémico de primeira linha, por atrasar seu inicio. Assim, fica
reservado para a busca por terapia de resgate numa eventual recidiva da doenga
(CASTELLSAGUE et al., 2015).

Utilizar camundongos imunodeficientes evita a rejeicdo do enxerto parental, porém esta
caracteristica crucial limita o estudo de terapias imunomediadas (BANKERT et al., 2001).
Embora tecnicamente seja uma vantagem e aumente a taxa de sucesso de enxertia, essa
particularidade retira a importante influéncia do sistema imune no microambiente tumoral,
altera o comportamento do tumor e sua resposta a farmacos, além de desqualificar o modelo
para estudos clinicos com terapias imunomediadas (APARICIO et al., 2015; BYERNE, 2017).
Para contornar essa limitagdo, vem crescendo o uso de uma nova geracao de PDX, denominado
PDX humanizado, no qual ¢ feita a ablagdo de medula do camundongo e posterior transplante
de progenitores hematopoiético humanos, o que permite o desenvolvimento de células do
sistema imunologico de origem humana (YAO et al., 2019).

Outra limitagdo desse biomodelo ¢ que apés trés a cinco passagens murino-para-murino o
enxerto apresenta rapida substituicdo do estroma humano pelo estroma murino, como ja

mencionado. A perda da interagdo tumor-estroma reflete em vias de sinalizagdo alteradas, que

58



podem afetar a resposta a farmacos (HIDALGO et al., 2014; LAI et al., 2017; FUJIL; KATO;
SUZUKI, 2020; GOTO, 2020).

O estudo mais relevante encontrado na literatura que estabeleceu biomodelo de PDX de
TMBNP realizou enxertia ortotpica de 4 amostras frescas oriundas de 3 pacientes distintos,
sendo 1 portador de NF1. O estudo também realizou 1 enxertia com a linhagem celular de
TMBNP S4262, proveniente de paciente com NF1. Embora o trabalho relate similaridade no
padrdo histologico e imunohistoquimico nas passagens 1 e 4, ele ndo traz dados sobre a
compara¢do com o tumor parental, o que ¢ essencial para a caracterizacdo do modelo. A taxa
de proliferacdo celular, mensurada através da marcacdo Ki-67, se manteve percentualmente
similar ao longo das passagens, assim como o percentual que encontramos nas passagens das 3
amostras analisadas, o que indica que a velocidade de crescimento se mantém relativamente
estavel ao longo das passagens murino-para-murino . O artigo avalia a natureza do estroma do
PDX gerado através de andlise imunohistoquimica e genética e conclui que hé perda do estroma
humano na passagem 1 do caso proveniente do portador de NF1 e salienta a importancia em
proceder tal andlise nos modelos gerados a partir de casos esporadicos. Essa alteracdo também
foi encontrada pelo presente estudo, s6 que na passagem 2, nas 2 amostras analisada, o que
aponta a substituicdo do estroma humano ao longo das passagens. Prosseguiram com analise
gendmica de apenas 1 caso, comparando somente as passagens 1 e 4 com o tumor parental,
sendo constatado que houve alto grau de similaridade. E uma limitacio desse estudo (e
perspectiva de futura andlise) ndo estreitar o grau de semelhanca entre os biomodelo gerados e
seu respectivo tumor parental através da analise genética. Embora o estudo citado apresente
em sua metodologia o procedimento de enxertia, ndo hd mencdo de como foi realizada a
verificagdo da permanéncia ortotopica da amostra até o tumor atingir o volume estabelecido

para o camundongo ser eutanasiado. Como ndo ha protocolo estabelecido para aferir a
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manuten¢do ortotdpica e ndo era objetivo do presente estudo avaliar a capacidade e percentual
de metéstase no biomodelo, e também por exigir execu¢do tecnicamente menos complexa, foi
optado pelo uso heterotopico do xenoenxerto. Mencionam ainda a implanta¢do de cada tumor
parental em pelo menos 3 camundongos e a realizagdo de 7 a 10 passagens murino-para-murino
para cada enxerto ortotopico. Entretanto, esses dados nao sdo apresentados detalhadamente ao
longo do texto e ndo ha citacdo ou quantificagdo dos casos sem sucesso de enxertia, como
apresentamos no apéndice A e topico 5.1. A analise dessas informagdes ¢ fundamental para
calcular a taxa de sucesso de enxertia, que ndo € exposta no estudo e se apresenta como dado
desejavel em estudos com modelo PDX (CASTELLSAGUE et al., 2015; MEEHAN et al.,
2017).

A implantacdo ortotopica simula mais fielmente o microambiente tumoral e ¢ o modelo
essencial para aqueles que se propdem analisar aspectos relacionados as metastases (BYERNE,
2017). Nenhum animal do presente estudo apresentou metastase para pulmoes, figado, rins e
baco. Quando utilizado de forma heterotopica, o modelo de PDX ¢ incapaz de produzir
metastase, independente do grau da lesdo parental. Portanto, caso o objetivo do estudo ndo
envolva tal andlise, como em nosso estudo, a implantagdo heterotopica da amostra ¢
tecnicamente mais viavel e reprodutivel, além de ndo requerer verificacdo do posicionamento
da mesma (BYERNE, 2017).

No presente estudo foi possivel estabelecer quatro modelos de PDX de TMBNP e validar
sua semelhanga com o tumor parental em todas as trés passagens com analise histopatologica e
avaliacdo da manutencdo do padrio de expressio dos biomarcadores (S100 e CD56).
Entretanto, ¢ fundamental prosseguir com caracterizagdo genética e analisar até qual passagem

o PDX mantém semelhanca com o tumor parental.
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O modelo PDX, embora apresente limitagdes, ¢ uma excelente plataforma para a realizagdo
de ensaios pré-clinicos em oncologia, sabida a similaridade entre o modelo gerado e seu
respectivo tumor parental. E um excelente modelo para a identificagdo de biomarcadores e para
a realizacdo de testes pré-clinicos na busca por novas terapias para neoplasias raras, ja que
permite a expansdo da amostra. Ainda, ¢ prototipo relevante na observagdo e investigacao do
comportamento bioldgico dos tumores. Dada sua importancia, ¢ fundamental dispor de
investimento apropriado e de rede integrada e especializada de cirurgides, patologistas e

pesquisadores para viabilizar o correto estabelecimento de modelos de PDX adequados.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo foi verificada 50% de taxa de sucesso de enxertia de amostras de TMBNP
em camundongos imunodeficientes nude na passagem 0 e 100% nas 2 passagens consecutivas.
O padrao de crescimento dos tumores diferiu entre as amostras avaliadas. Apesar do tempo de
laténcia ter reduzido ao longo das passagens, ndo houve alteragdo do tempo de crescimento dos
tumores. Em 3 passagens consecutivas os tumores PDX reproduziram as principais
caracteristicas histologicas dos tumores parentais, bem como o padrdo de expressdo dos
biomarcadores CD56 e S100. A origem humana dos tumores gerados no modelo PDX foi
confirmada, bem como foi identificada a infiltracdo de células estromais murinas nos tumores.
Em conjunto, os dados sugerem que o modelo estabelecido ¢ adequado para estudos pré-

clinicos de TMBNP.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Bidpsia)
De acordo com as normas das Resolucbes n®466 de 12/12/12 e n® 441 de
12/05/2011 do Conselho Nacional de Satide

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliagdo das caracteristicas
fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas OJsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto
tumoral”. A palavra murino estd relacionada a utilizagdo de camundongos nesta pesquisa.
Xenoenxerto é o transplante de um individuo de uma espécie para outra, por exemplo, colocar
um pedacinho da sua lesdo em um camundongo. Vocé foi selecionado porque de acordo com
os resultados de alguns exames que foram realizados, vocé tem uma lesdo que pode ser um
sarcoma. Esta participagdo ndo é obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir de
participar e retirar seu consentimento. A sua recusa nao 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 é avaliar as caracteristicas das células que fazem parte da lesdo
gue vocé pode ser portador (sarcoma). A importancia de estudar essas células é porque elas
podem se comportar de diversas formas em resposta ao tratamento.

A confirmagado do diagndstico de sarcoma é feita por bidpsia no local da lesdo. A bidpsia
consiste na retirada de pequenas amostras da lesdo, que sdao encaminhadas para analise no
laboratério.

A sua participacdo consistird em permitir que um pequeno pedago da amostra que vai
ser retirada na hora da bidpsia seja utilizado para fazer estudos em animais de laboratério
(camundongos). 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
Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas ésseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplicagdo do termo: Participante:
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a realizacao das experiéncias com os animais. Os riscos relacionados com a sua participacdo sao
os riscos relacionados com a realizagdo da bidpsia da lesdo. Sua participagdo neste estudo ndo
vai trazer risco adicional para vocé e nem vai alterar em nada o curso da sua doenga.

Vocé ndo tera qualquer tipo custo/despesa por participar dessa pesquisa, como também
nao tera ressarcimento financeiro. Os beneficios relacionados com a sua participagao sao que
os resultados deste estudo poderao ajudar a melhorar no futuro o tratamento dos sarcomas
em geral. As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre a sua participa¢do. Os dados nao serdao divulgados de forma a identifica-lo(a) como
participante do estudo. Os resultados quando forem divulgados serdo identificados com siglas
gue ndo permitirdao conhecer a sua identidade.

A amostra coletada serad utilizada apenas para este projeto de pesquisa e todas as
informacgdes ficarao sob a responsabilidade do pesquisador responsavel.

Este Termo foi redigido em trés vias, sendo uma para vocé, outra para o pesquisador e
uma para ser anexada ao prontudrio, onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal e do Comité de Etica em Pesquisa — CEP. Vocé podera esclarecer suas duvidas sobre o
projeto e sua participacao, agora ou a qualquer momento através dos numeros dos telefones

ou endereco de e-mail disponivel neste Termo.

Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas ésseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplicagdo do termo: Participante:
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Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do INTO/MS.
Endereco: Avenida Brasil n? 500, 92 andar — sala n2 4 — S3o Cristovao — Rio de Janeiro — RJ

CEP: 20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Rio de Janeiro, de de 201

Pesquisadora Responsavel: Maria Eugenia Leite Duarte
Tel: 2134-5498/email: meugenia.into@gmail.com

Assinatura e carimbo do responsavel pela aplicagdo do termo

Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do INTO/MS.
Endereco: Avenida Brasil n? 500, 92 andar — sala n2 4 — S3ao Cristéovao — Rio de Janeiro — RJ

CEP: 20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Declaro que entendi os objetivos e condi¢cdes de minha participagao na pesquisa e concordo em

participar.

Assinatura participante da pesquisa

Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas sseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplica¢do do termo: Participante:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Bidpsia)
De acordo com as normas das Resolugées n® 466 de 12/12/12 e n® 441 de 12/05/2011 do
Conselho Nacional de Satde

O menor sob sua responsabilidade estd sendo convidado para participar da pesquisa
“Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas dsseos utilizando modelo
murino de xenoenxerto tumoral’. A palavra murino estd relacionada a utilizacdo de
camundongos nesta pesquisa. Xenoenxerto é o transplante de um individuo de uma espécie
para outra, por exemplo, colocar um pedacinho da lesio em um camundongo. Ele foi
selecionado porque, de acordo com os resultados de alguns exames que foram realizados, ele
tem uma lesdo que pode ser um sarcoma. Esta participacdo ndo é obrigatdria. A qualquer
momento vocé pode desistir da autorizacdo para ele participar e retirar seu consentimento. A
sua recusa hdo trara nenhum prejuizo para 0 menor que vocé representa na relagdo com o
médico que o trata ou com este hospital. O tratamento para a doenca que ele é portador sera o
mesmo ele participando ou n3o deste estudo.

O objetivo desta pesquisa é avaliar as caracteristicas das células que fazem parte da
lesdo que o menor sob sua responsabilidade pode ser portador (sarcoma). A importancia de
estudar essas células é porque elas podem se comportar de diversas formas em resposta ao
tratamento.

A confirmagdo do diagndstico de sarcoma é 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 participacdo do menor sob seus cuidados, caso vocé autorize,
consistird em permitir que um pequeno pedaco da amostra que vai ser retirada na hora da
bidpsia seja utilizado para fazer estudos em animais de laboratério (camundongos). 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 a realizagdo das
experiéncias com os animais. Os riscos relacionados com a participacdo do menor sob seus
cuidados, caso vocé autorize, sdo os riscos relacionados com a realizacdo da bidpsia. A
participagdo neste estudo n3o vai trazer risco adicional para ele ou ela e nem vai alterar em

nada o curso da doenga.

“Avaliagéo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas 6sseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral I’

Resp. pela aplica¢do do termo: Participante:
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O menor que vocé representa ndo tera qualquer tipo custo/despesa por participar desta
pesquisa, como também nao terd qualquer ressarcimento financeiro.

Os beneficios relacionados com a participagdo do menor sob sua responsabilidade sdo
que os resultados deste estudo poderdo ajudar a melhorar no futuro o tratamento dos
sarcomas. As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre a participagao do menor sob sua responsabilidade. 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 permitirdo conhecer a identidade dele ou dela.

A amostra coletada sera utilizada apenas para este projeto de pesquisa e todas as
informacdes ficardo sob a responsabilidade do pesquisador responsavel.

Este Termo foi redigido em trés vias, sendo uma para vocé, outra para o pesquisador e
uma para ser anexada ao prontuario do participante, onde consta o telefone e o enderego do
pesquisador principal e do Comité de Etica em Pesquisa — CEP. Vocé podera esclarecer suas
davidas sobre o projeto e a participagdo do menor que vocé representa, agora ou a qualquer

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

“Avaliagéo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas 6sseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral I

Resp. pela aplicagao do termo: Participante:
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Em caso de duvida quanto a condugao ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do INTO/MS.
Endereco: Avenida Brasil n2 500, 92 andar — sala n2 4 — S3o Cristévdo — Rio de Janeiro — RJ

CEP: 20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Rio de Janeiro, de de 201

Pesquisadora Responsavel: Maria Eugenia Leite Duarte
Tel: 2134-5498/email: meugenia.into@gmail.com

Assinatura e carimbo do responsavel pela aplicagdo do termo

Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do INTO/MS.
Enderego: Avenida Brasil n2 500, 92 andar — sala n2 4 — S3o Cristévdo — Rio de Janeiro — RJ

CEP: 20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Declaro que entendi os objetivos e condigdes da pesquisa e concordo com a participagdo do

menor sob minha responsabilidade.

Assinatura do responsavel legal pelo participante da pesquisa
Documento de Identidade:

“Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas sseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral I”

Resp. pela aplicagdo do termo: Participante:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Pega cirurgica)
De acordo com as normas das Resolugcdes n2466 de 12/12/12 e n2 441 de
12/05/2011 do Conselho Nacional de Satde

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliagéo das caracteristicas
fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas Jdsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto
tumoral”. A palavra murino esta relacionada a utilizacdo de camundongos nesta pesquisa.
Xenoenxerto é o transplante de um individuo de uma espécie para outra, por exemplo, colocar
um pedacinho da sua lesdo em um camundongo. Vocé foi selecionado porque, de acordo com
os resultados da bidpsia, vocé tem uma lesdo denominada sarcoma. Sua participagdo ndo é
obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento.
A sua recusa ndo trard 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 é avaliar as caracteristicas das células que fazem parte da lesdo
que vocé é portador (sarcoma). A importancia de estudar essas células é porque elas podem se
comportar de forma diferente em resposta ao tratamento.

O tratamento dos sarcomas pode ser feito através de quimioterapia e retirada por cirurgia
da lesdo. A cirurgia consiste na retirada da lesdo que é encaminhada para analise no
laboratodrio. A sua participagdo consistira em permitir que depois que a lesdo seja retirada do
seu corpo e antes que a pega resultante da resse¢do cirlrgica seja enviada para analise, seja
retirado um pequeno pedaco da lesdo para fazer estudos em animais de laboratdrio

(camundongos). Este estudo ndo vai interferir no resultado da andlise da peca cirdrgica, no

Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas dsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplicacdo do termo: Participante:
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tratamento ou na forma como a doenca vai evoluir. Todas as etapas do tratamento serdo as
mesmas com ou sem a realizacdo das experiéncias com os animais. Os riscos relacionados com
a sua participagdao sao os riscos relacionados com a realizagdo da cirurgia para a retirada da
lesdo. Sua participagdo neste estudo ndo vai trazer risco adicional para vocé e nem vai alterar
em nada o curso da sua doenga.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo sdo que os resultados deste estudo
poderdao ajudar a melhorar no futuro o tratamento dos sarcomas. As informagdes obtidas
através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a sua participagdo. Os
dados ndo serdo divulgados de forma a identifica-lo como participante do estudo. Os resultados
quando forem divulgados serdo identificados com siglas que n3o permitirdao conhecer a sua
identidade.

A amostra coletada serad utilizada apenas para este projeto de pesquisa e todas as
informagdes ficardo sob a responsabilidade do pesquisador responsavel.

Este Termo foi redigido em trés vias, sendo uma para vocé, outra para o pesquisador e
uma para ser anexada ao prontuario, onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal e do Comité de Etica em Pesquisa — CEP. Vocé poderd esclarecer suas duvidas sobre o
projeto e sua participa¢do, agora ou a qualquer momento através dos nimeros dos telefones

ou endereco de e-mail disponivel neste Termo.

Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas dsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplicacao do termo: Participante:
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Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de

Etica em Pesquisa do INTO/MS.

Endereco: Avenida Brasil n2 500, 92 andar — sala n? 4 — S3o Cristévdo — Rio de Janeiro — RJ

CEP:20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Rio de Janeiro, de de 201

Pesquisadora Responsavel: Maria Eugenia Leite Duarte
Tel: 2134-5498/email: meugenia.into@gmail.com

Assinatura e carimbo do responsavel pela aplicagdo do termo

Declaro que entendi os objetivos e condigdes de minha participagdo na pesquisa e concordo em

participar.

Assinatura participante da pesquisa

Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas dsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplicagdo do termo: Participante:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Pega cirurgica)

De acordo com as normas das Resolugbes n® 466 de 12/12/12) e n® 441 de 12/05/2011 do

Conselho Nacional de Satde

O menor sob sua responsabilidade estd sendo convidado para participar da pesquisa
“Avaliagéo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas 6sseos utilizando modelo
murino de xenoenxerto tumoral”. A palavra murino estd relacionada a utilizagdo de
camundongos nesta pesquisa. Xenoenxerto € o transplante de um individuo de uma espécie
para outra, por exemplo, colocar um pedacinho da lesdo em um camundongo. Ele foi
selecionado porque, de acordo com os resultados da bidpsia, ele tem uma lesdo denominada
sarcoma. Esta participagdo ndo é obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir da
autorizagdo para ele ou ela 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 doenca que ele é portador serd o mesmo ele
participando ou nao deste estudo.

O objetivo desta pesquisa € avaliar as caracteristicas das células que fazem parte da
lesdo que o menor sob sua responsabilidade é portador (sarcoma) e como elas se comportam
depois do tratamento. A importancia de estudar essas células é porque elas podem se
comportar de forma diferente em resposta ao tratamento.

O tratamento dos sarcomas pode ser feito através de quimioterapia e pela retirada por
cirurgia da lesdo. A cirurgia consiste na retirada da lesdo que é encaminhada para analise no
laboratdrio. A participagdo do menor sob seus cuidados, caso vocé autorize, consistira em
permitir que depois que a lesdo seja retirada do local do corpo e antes que a pega resultante
desta ressecdo cirurgica seja enviada para analise, seja retirado um pequeno pedaco da lesdo
para fazer estudos em animais de laboratério (camundongos). Este estudo ndo vai interferir no
resultado da analise da pega cirlrgica, no tratamento ou na forma como a doenga vai evoluir.
Todas as etapas do tratamento serdo as mesmas com ou sem a realiza¢do das experiéncias com
os animais. Os riscos relacionados com a participagdo do menor sob os seus cuidados sdo os

riscos relacionados com a realizagdo da cirurgia para a retirada da lesdo. A participagao neste

“Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas dsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral I”
Resp. pela aplicagao do termo: Participante:
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estudo ndo vai trazer risco adicional para ele ou ela e nem vai alterar em nada o curso da
doenga.

O menor que vocé representa ndo tera qualquer tipo custo/despesa por participar desta
pesquisa, como também ndo tera qualquer ressarcimento financeiro.

Os beneficios relacionados com a participa¢cdo do menor sob sua responsabilidade sdo
que os resultados deste estudo poderao ajudar a melhorar no futuro o tratamento dos
sarcomas. As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre a participagao do menor sob sua responsabilidade. Os dados nao serao divulgados
de forma a identifica-lo como participante do estudo. Os resultados quando forem divulgados
serdo identificados com siglas que ndao permitirdao conhecer a identidade dele ou dela.

A amostra coletada sera utilizada apenas para este projeto de pesquisa e todas as
informagdes ficardo sob a responsabilidade do pesquisador responsavel.

Este Termo foi redigido em trés vias, sendo uma para vocé, outra para o pesquisador e
uma para ser anexada ao prontuario do participante, 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 a participa¢do do menor que vocé representa, agora ou a qualquer

momento através dos nimeros dos telefones ou endereco de e-mail disponivel neste Termo.

“Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas dsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral I
Resp. pela aplicagao do termo: Participante:
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Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do INTO/MS.
Enderego: Avenida Brasil n2 500, 92 andar — sala n? 4 — S3o Cristévdao — Rio de Janeiro — RJ

CEP:20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Rio de Janeiro, de de 201

Pesquisadora Responsavel: Maria Eugenia Leite Duarte
Tel: 2134-5498/email: meugenia.into@gmail.com

Assinatura e carimbo do responsavel pela aplicagdo do termo

Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do INTO/MS.
Endereco: Avenida Brasil n2 500, 92 andar — sala n2 4 — S3o Cristévdo — Rio de Janeiro — RJ

CEP:20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Declaro que entendi os objetivos e condigdes da pesquisa e concordo com a participagao do

menor sob minha responsabilidade.

Assinatura do responsavel legal pelo participante da pesquisa
Documento de Identidade:

“Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas dsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral I”
Resp. pela aplicacdao do termo: Participante:
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Termo de Assentimento

De acordo com as normas das Resolugbes n2466 de 12/12/12 e n® 441 de 12/05/2011 do
Conselho Nacional de Satude

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliagdo das caracteristicas
fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas Jsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto
tumoral”. A palavra murino estd relacionada a utilizagdo de camundongos nesta pesquisa.
Xenoenxerto é o transplante de uma pessoa para um animal de laboratério, por exemplo,
colocar um pedacinho da sua lesdo em um camundongo. Seus pais permitiram que vocé
participe. Neste estudo vamos querer saber um pouco mais sobre as células que estdo
causando sua doenga para poder melhorar o tratamento de outras criangas que tenham a
mesma doenga que vocé. As criangas que irdo participar dessa pesquisa tém de cinco a dezoito
anos de idade. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, é um direito seu e ndo
terd nenhum problema se desistir.

A pesquisa sera feita no INTO onde as criangas sdo tratadas das doencas dos ossos. Para
isso, serd usado um pouco das células da sua doencga para fazer um estudo no laboratério. O
uso de uma pequena quantidade de células doentes retiradas do seu osso é seguro e ndo vai
mudar a forma com seu médico vai te tratar. Caso vocé tenha alguma duvida ou queira
conversar sobre a pesquisa, vocé pode telefonar para Claudia no telefone 2134-5055 ou
Eugénia no telefone 2134-5498.

Ninguém saberd que vocé estd participando da pesquisa, ndao falaremos a outras
pessoas, nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa

vdo ser publicados, mas sem identificar vocé e as outras criangas que vdo participar da

Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas dsseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplicagdo do termo: Participante:
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pesquisa. Quando terminarmos a pesquisa os resultados serdo escritos em uma revista
cientifica.

Este Termo foi redigido em trés vias, sendo uma para vocé, outra para o pesquisador e
outra que vai ficar no seu prontudrio, onde esta escrito o telefone e o endereco do pesquisador
principal e do Comité de Etica em Pesquisa do INTO, também chamado de CEP. Vocé podera
esclarecer suas duvidas sobre o projeto e sua participagdo, agora ou a qualquer momento
através dos numeros dos telefones ou enderego de e-mail disponivel neste Termo.

Eu, ) aceito

participar da pesquisa “Avaliagéo das caracteristicas fenotipicas e bioldgicas dos sarcomas
Osseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral”, que tem o objetivo de entender um
pouco mais sobre as células que estdo causando minha doenga para poder melhorar o
tratamento de outras criangas que também figuem doentes com a mesma doenca que eu
tenho. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer
“ndo” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas dudvidas e
conversaram com 0s meus responsaveis. Recebi uma cépia deste termo de assentimento e li e

confirmo que concordo em participar da pesquisa.

Avaliacdo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas 6sseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplicagdo do termo: Participante:
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a

Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do INTO/MS.
Enderego: Avenida Brasil n2 500, 92 andar — sala n? 4 — S3o Cristévao — Rio de Janeiro — RJ

CEP:20940-070  Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Rio de Janeiro, de de 201

Pesquisadora Responsavel: Maria Eugenia Leite Duarte
Tel: 2134-5498/email: meugenia.into@gmail.com

Assinatura e carimbo do responsdvel pela aplicagdo do termo

Declaro que entendi os objetivos e condi¢gdes de minha participagdao na pesquisa e concordo em

participar.

Assinatura do menor - Participante da pesquisa

Avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e biolégicas dos sarcomas 6sseos utilizando modelo murino de xenoenxerto tumoral.

Resp. pela aplicagdo do termo: Participante:
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ANEXO C: PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA PARA O USO DE
ANIMAIS

MINISTERIO DA SAUDE )
IN'O SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
4™ INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA

COORDENACAO DE ENSINO E PESQUISA DO INTO

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “Avaliacdo das caracteristicas fenotipicas e
biolégicas dos sarcomas ésseos utilizando modelo murino de xenoenxerto
tumoral” protocolado sob o nimero 005/2017, utilizando 150 (cento e
cinquenta) camundongos imunodeficientes, sob a responsabilidade da
pesquisadora Anneliese Fortuna de Azevedo Freire da Costa, esta de acordo
com os principios éticos de experimentacdo animal da Comissdo de Etica no
Uso de Animais do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia e foi
aprovado na reuniao da Comissdo em 22 de junho de 2017.

(We certify that the research “Evaluation of phenotypic and biological
characteristics of bone sarcomas using murine tumor xenograft model”, protocol
number 005/2017, utilizing 150 (one hundred and fifty) immunodeficient mice,
under the responsibility of the researcher Anneliese Fortuna de Azevedo Freire
da Costa, agree with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
Ethic Commission on Animal Use of the National Institute of Traumatology and
Orthopedics, and was approved at the first meeting of the Commission on June
22, 2017).

Rio de Janeiro, 22 de junho de
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ANEXO D. SISTEMA DE ESTADIAMENTO DE SARCOMAS DE PARTES MOLES

DAS EXTREMIDADES OU TRONCO

Sistema de estadiamento de sarcoma de partes moles das extremidades ou do tronco.

SISTEMA TNM DESCRICAO

T1 Tumor < 5¢cm em sua maior dimensao

T2 Tumor > Scm e <10cm em sua maior dimensdo
T4 Tumor > 15cm em sua maior dimensao

NO Auséncia de metastase linfonodal regional ou status linfonodal desconhecido
N1 Metastase lifonodal regional

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia

ESTAGIO DESCRICAO

1A T1; NO; MO; G1

IB T2, T3, T4; NO; MO; G1

11 T1; NO; MO; G2/3

1A T2; NO; MO; G2/3

I11B T3, T4; NO; M0; G2/3

v T1, T2, T3, T4; N1; MO; G1/2/3

T1, T2, T3, T4; NO, N1; M1; G1/2/

Adaptado de CATES, 2018.
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APENDICE A. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DOS PARTICIPANTES QUE TIVERAM AMOSTRAS
COLETADAS PARA O ESTUDO

Caso | Sexo | Idade | NF1 c:;lga o P’gﬁigsgm P::ia Prl:ia M.PD. Rjzl:lva Morte | Grau E;‘;‘lﬁ%‘;‘;’(‘)‘" Crescimento
1 F 51 Nao | Preta Perna Biopsia Nio Nao Sim NA. Sim G3 v Sim
2 M 29 Sim | Preta | Antebrago | Amputagio Nao Nao Sim N.A. Sim G3 v Sim
3 F 27 Sim | Preta Perna Biopsia Nao Nao Nao Sim Nao G3 I11B Sim
4 F 16 Sim | Preta Coxa Biopsia Nao Nao Nao Sim Nao G2 I11IB N.A.
5 F 28 Sim | Preta Perna Ressecgao Nao Nao Nao Sim Nao G3 I11B Sim
6 F 16 Sim | Preta Coxa Biopsia Nao Nao Nao Sim Nao G2 1B NA.
7 F 28 Sim | Branca Perna Amputagdo Nao Nao Nao Nao Nao G3 1B Nao
8 F 16 Sim | Preta Coxa Ressecgao Nao Nao Nao Sim Nao G2 I11B Nao
98 F 28 Sim | Preta Perna Biopsia Nao Nao Nao Sim Nao G2 I11B N.A.
10 M 47 Nao | Branca Pé Amputagdo Nao Nao Nao Nao Nao G2 N.D. Nao
11# F 16 Sim | Preta | Tornozelo Ressecgao Nao Nao Nao Nao Nao G2 IITA N.A.
12 F 17 Sim | Preta Coxa Biopsia Nao Nao Nao Sim Nao G2 I11B Nao
13# F 18 Sim | Preta Coxa Desarticulagdo | Nao Nao Nao Sim Nao G2 1B N.A.

M.D.P. - metastase pulmonar ao diagndstico; N.A. - ndo aplicavel; N.D. — ndo disponivel; N.F. 1 — neurofibromatose 1; QT - quimioterapia; RT - radioterapia.
" Material enxertado no camundongo ndo era representativo do tumor da paciente.

$ Camundongo ficou doente e teve que ser submetido a eutanasia humanitaria precocemente.

# Amostras coletadas e criopreservadas por falta de camundongos para enxertia.

Casos que representam o mesmo paciente: 3,5 ¢ 9; 4,6, 8,12 ¢ 13.
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