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RESUMO

O sarcoma sinovial € um dos tipos de tumores que mais afeta as populagc@es entre 0 e 19 anos
de idade e é considerado o sarcoma de partes moles ndo-rabdomiossarcoma mais comum nessa
faixa etaria. Nesse contexto, a medicina de precisao surge para auxiliar no desenvolvimento de
tratamentos mais efetivos e menos tdxicos para os pacientes pediatricos, sendo baseadas nas
particularidades de cada um dos pacientes. A confirmacgdo da semelhanca das caracteristicas
morfoldgicas dos tumores que crescem nos modelos xenoenxerto derivados de pacientes (PDX)
e dos pacientes se torna indispensavel. Para isso, analisamos 0s tumores de sete pacientes que
cresceram em camundongos NSG provenientes do projeto PRONON “Medicina de Precisao
Aplicada ao Céancer Infanto-Juvenil” (NUP: 25000.211368/2019-41), o qual encontra-se
plenamente alinhado a todas as regulamentacdes da Ministério da Satide e Comissio de Etica
em Pesquisa (CEP). Os tumores coletados de duas geracbes de camundongos NSG foram
previamente emblocadas em parafina. Os blocos foram cortados e a coloragdo com
hematoxilina e eosina (H.E) realizada. As laminas coradas foram fotografadas e analisadas,
com o auxilio da médica patologista do Centro Infantil Boldrini, comparando caracteristicas
morfolégicas com as laminas de bidpsia dos pacientes. Os resultados dessas analises
demonstraram que as amostras xenoenxertadas recapitularam o padréo histomorfolégico do
tumor original, sendo todas classificadas como sarcoma sinovial. No entanto, também foi
observado que nas amostras xenoenxertadas houve aumento da agressividade tumoral, fato
indicado pela presenca aumentada de figuras mitdticas tipicas e atipicas e aquisicdo de um
fenotipo mais indiferenciado quando comparadas as laminas do paciente. Além disso, foram
realizadas validagfes ortogonais do modelo de xenoenxerto, com FISH e RT-PCR, que
confirmaram a estabilidade molecular do modelo. Aléem disso, o tratamento de esferoides
derivados de amostras de PDX com drogas alvo-dirigidas e epigenéticas resultou na reducdo da
viabilidade celular. Assim, pode-se concluir que o modelo de xenoenxerto apresenta
estabilidade molecular e histopatologica em aproximadamente 86% dos casos, conforme
descrito na literatura, sendo, portanto, uma ferramenta robusta e confidvel para estudos.
Adicionalmente, a cultura tridimensional a partir de células originadas do xenoenxerto

demonstra um grande potencial para pesquisas futuras.



ABSTRACT

Synovial sarcoma is one of the types of tumors that most affects people between the ages of 0
and 19 and is considered the most common non-rhabdomyosarcoma soft tissue sarcoma in this
age group. In this context, precision medicine has emerged to help develop more effective and
less toxic treatments for pediatric patients, based on the particularities of each patient.
Confirming the similarity of the morphological characteristics of tumors growing in patient-
derived xenograft (PDX) models and those of patients is essential. To this end, we analyzed the
tumors of seven patients that grew in NSG mice from the PRONON project “Precision
Medicine Applied to Child and Adolescent Cancer” (NUP: 25000.211368/2019-41), which is
fully in line with all the regulations of the Ministry of Health and the Research Ethics
Committee (CEP). Tumors collected from two generations of NSG mice were previously
embedded in paraffin. The blocks were cut and stained with hematoxylin and eosin (H.E). The
stained slides were photographed and analyzed with the help of a pathologist from the Boldrini
Children's Center, comparing morphological characteristics with the patients' biopsy slides. The
results of these analyses showed that the xenografted samples recapitulated the
histomorphological pattern of the original tumor and were all classified as synovial sarcoma.
However, it was also observed that in the xenografted samples there was an increase in tumor
aggressiveness, a fact indicated by the increased presence of typical and atypical mitotic figures
and the acquisition of a more undifferentiated phenotype when compared to the patient slides.
In addition, orthogonal validations of the xenograft model were carried out using FISH and RT-
PCR, which confirmed the molecular stability of the model. Furthermore, treatment of
spheroids derived from PDX samples with target-directed and epigenetic drugs resulted in
reduced cell viability. Thus, it can be concluded that the xenograft model shows molecular and
histopathological stability in approximately 86% of cases, as described in the literature, and is
therefore a robust and reliable tool for studies. In addition, the three-dimensional culture of cells

originating from the xenograft shows great potential for future research.
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1. INTRODUCAO

O cancer infantojuvenil € um conjunto de doengas que apresenta caracteristicas
proprias, em relacdo a histopatologia e ao comportamento clinico (Little, 1999),
correspondendo entre 1% e 4% de todos os tumores malignos na maioria das populagdes entre
0 e 19 anos. (INCA, 2016). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) estimou,
em 2021, que no mundo aproximadamente 215.000 novos casos de cancer ao ano Sdo
diagnosticados em criangas menores de 15 anos, e cerca de 85.000 em adolescentes entre 15 e
19 anos. (Silva, 2021). Em 2020, no Brasil, ocorreram 2.289 mortes por cancer infantojuvenil
(38,20 por milh&o) e para o triénio 2023 a 2025 foram estimados 7.930 novos casos (INCA,
2022).

Os tipos de cancer mais frequentes na infancia e adolescéncia séo as leucemias, tumores
no sistema nervoso central e os linfomas. Também acometem criangas e adolescentes o
neuroblastoma, tumor de Wilms, retinoblastoma, tumores germinativos, osteossarcoma e
sarcomas. (Spironello et al., 2020). Os sarcomas de partes moles correspondem entre 4% e 8%
de todos os canceres na infancia (de 0 a 14 anos). A taxa de incidéncia mundial desse grupo
como um todo estd ao redor de 11 casos por milhdo. Enquanto no Brasil, a taxa média de
incidéncia da populacéo infantil (de 0 a 14 anos) foi de 2%, ja para a populacdo de criangas e
adolescentes (de 0 a 19 anos) foi de 3%. (INCA, 2016).

O sarcoma sinovial € um tumor maligno, classificado pela Organizacdo Mundial da
Saude como um tumor de partes moles do tipo NTRK (neurotrophic tropomyosin kinase
receptor) - neoplasia de células fusiformes rearranjadas (Sharaglia et al., 2020). Em criangas, 0
sarcoma sinovial é o sarcoma de partes moles ndo-rabdomiossarcoma mais comum,

representando entre 26% - 36% desses canceres. (Blay et al., 2023).

Em 1995, os pesquisadores Enzinger e Weiss classificaram 0s sarcomas sinoviais em
quatro grupos com base na sua morfologia microscopica: bifasico, monofasico fusocelular,
monofésico epitelial e pouco diferenciado. O sarcoma bifasico é facilmente reconhecido pela
coexisténcia de componentes distintos de células epiteliais e fusiformes, com estruturas pseudo-
glandulares. O tipo monoféasico, porém, devido ao seu crescimento semelhante a outros
sarcomas, pode representar maior dificuldade ao diagnostico histopatologico (LIMA et al.,
2005). Em relagdo ao perfil molecular, o sarcoma sinovial apresenta uma translocagédo
caracteristica entre o cromossomo 18 e 0 X, t(X;18) (p11; ql11), presente em mais de 90% deles,

0 que pode auxiliar no diagndstico em casos ndo caracteristicos (Corréa et al. , 2005).



Os sarcomas sinoviais sao tumores agressivos, que apresentam uma taxa de recidiva em
torno de 25% dos casos (Soole et al, 2014). Dados obtidos pelo banco de dados SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Result) apresentam uma taxa de sobrevida livre de
metastases em 5 anos em torno de 85,3% (Blay et al., 2023). A deteccdo de metastase ocorre
principalmente nos pulmdes e linfonodos (Blay et al., 2023). Quando o tumor esta localizado,
o tratamento envolve a resseccdo inicial, além de tratamentos auxiliares, incluindo combinacgéo
quimioterapica de doxorrubicina e ifosfamida, dependendo da estratificacdo de risco individual
(Blay et al., 2023). Quanto a resposta a quimioterapia, apresentam indices mais altos do que o
restante dos sarcomas em adultos e indices de sobrevida doenga-especifica em cinco anos de
57 a 63% (Corréa et al., 2005). No entanto, em compara¢cdo com o rabdomiossarcoma, por
exemplo, o sarcoma sinovial esta associado a um mau prognostico em criangas e adolescentes
(Kerouanton et al., 2014).

O desenvolvimento de protocolos para o tratamento do sarcoma sinovial tem impacto
direto na melhora e na sobrevida dos pacientes e isso se deve, sobretudo, ao desenvolvimento
da estratificagdo de risco das terapias e as abordagens multimodais (Kieuhoa, et al., 2020).
Nesse contexto, a medicina de precisdo se destaca como pratica clinica cujo objetivo é encontrar
terapias mais eficazes e menos toxicas para o tratamento de criangas com cancer (Kieuhoa, et
al., 2020). O cancer pediatrico tem tido destaque como area de estudo para medicina de precisao
e 0 desenvolvimento de técnicas mais eficientes de cuidado clinico (Mody et al., 2017). Embora
os tumores pediatricos normalmente ndo apresentem alteragdes direcionaveis, como as que sao
encontradas em canceres de adultos, eles parecem ser causados por fusdes de genes
direcionaveis (Mody et al., 2017). O uso de medicamentos inicialmente desenvolvidos para
cancer de adultos no tratamento de cancer pediatrico que compartilha a mesma alteracéo
molecular tem feito com que novos estudos clinicos voltados para a pediatria sejam realizados
(Mody et al., 2017). Dentre eles, estdo os estudos com modelos de xenoenxerto ou culturas
tridimensionais estabelecidas a partir de tumores ressecados de pacientes que podem ser muito
efetivos na medicina personalizada, pois refletem as propriedades reais do tumor primario e
permitem testes bioquimicos in vitro. Esses testes podem realizar a triagem de maultiplos
medicamentos eficazes em um curto espaco de tempo ou descobrir novas drogas para o
tratamento (Shiihara & Furukawa et al., 2022).

Resultados iniciais de um estudo de medicina de precisdo pediatrico desenvolvido na
Europa, entre 2016 e 2017, pelo estudo clinico Molecular Profiling for Pe diatric and Young

Adult Cancer Treatment Stratification (MAPPYACTS) encontrou alteracfes genéticas que



favoreciam o uso de tratamentos especificos (Costa et al., 2023). Esse estudo utilizou 0 modelo
PDX (patient-derived xenograft), que se baseia no xenoenxerto do tumor primario do paciente
em camundongos imuno deficientes (Costa et al., 2023). Essa técnica preserva a estrutura do
tumor e ajuda a recriar com mais precisdo o microambiente tumoral (McNerney et al., 2021).
Os camundongos reproduzem as caracteristicas clinicas e patoldgicas do tumor de origem,

como o crescimento tumoral e a diversidade de células (Gasparini et al., 2023).

Além dos modelos in vivo, o uso de cultura celular 3D também se destaca como uma
ferramenta capaz de recapitular de forma aproximada o microambiente tumoral, permitindo o
estudo in vitro de diversos tipos de cancer, incluido o pediatrico (McNerney et al., 2021).
Quando comparado com a cultura 2D, os sistemas de cultura tridimensionais produzem
informacfes mais completas sobre mecanismos bioldgicos pelos quais os diferentes tipos
celulares interagem entre si, incluindo a sinalizacdo com a matriz extracelular, além de se
autorrenovar e poder se organizar para se assemelhar ao 6rgédo original ou ao tumor em termos
de estrutura e fungdo (Gao et al., 2017; Shiihara & Furukawa, 2022). Devido a sua capacidade
de répido crescimento sob condi¢des adequadas, 0 uso de esferoides é extremamente Gtil na
pesquisa translacional, pois permite a triagem em larga escala de medicamentos candidatos
identificados por analises multibmicas, como também na triagem de medicamentos

direcionados utilizados na imunoterapia e radioterapia. (Shiihara & Furukawa, 2022).

O presente trabalho, portanto, tem como objetivo deste caracterizar e validar as amostras
de PDX de sarcoma sinovial e estabelecer a cultura de esferoides a partir das amostras
xenotransplantadas. Para isso, as amostras tumorais de sarcoma sinovial em PDX de primeira
e segunda geracdo serdo caracterizadas histologicamente e comparadas com as amostras
primarias dos pacientes; avaliadas quanto aos padrdes moleculares, se os achados na amostra
do paciente se mantém nos PDX. Além de estabelecer a cultura 3D das amostras
xenotransplantadas que apresentarem maior semelhangca com as amostras do respectivo
paciente e avaliar a viabilidade in vitro destes esferoides ap6s tratamento com drogas alvo-

dirigidas.
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2. METODOLOGIA
2.1. Amostras

Todas as amostras (Tabela 1) que foram utilizadas neste projeto sdo derivadas de
xenoenxertos realizados em camundongos NSG provenientes do projeto PRONON “Medicina
de Precisdo Aplicada ao Céncer Infanto-Juvenil” (NUP: 25000.211368/2019-41), o qual
encontra-se plenamente alinhado a todas as regulamentacdes da Ministério da Saude e
Comisséo de Etica em Pesquisa (CEP). Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica
(CAAE): 44219021.6.0000.5376. Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA): 0017-2021.

Tabela 1. InformagBes das amostras de xenoenxerto de sarcoma sinovial.

Identificacdo | Geragdo Diagnostico Duragio do

PDX (meses)
PDX1.SSPT 1 1? Sarcoma Sinovial SOE (M90403) 5.5
PDX1.SSPT 2 1? Sarcoma Sinovial Bifasico (M90433) 8.1
PDX1.SSPT 3 1? Sarcoma Sinovial SOE (M90403) 33
PDX1.SSPT 4 1# Sarcoma Sinovial de Células Epitelioides (M90423) 6.2
PDX1.SSPT 5 1? Sarcoma Sinovial Bifasico (M90433) 2.3
PDX1.SSPT 6 1? Sarcoma Sinovial Bifasico (M90433) 1.8
PDX1.SSPT 7 1? Sarcoma Sinovial SOE (M90403) 5.5
PDX2.SSPT 1 28 Sarcoma Sinovial SOE (M90403) 2.1
PDX2.SSPT 2 28 Sarcoma Sinovial Bifasico (M90433) 53
PDX2.SSPT 3 28 Sarcoma Sinovial SOE (M90403) 1.5
PDX2.SSPT 4 2° Sarcoma Sinovial de Células Epitelioides (M90423) 1.8
PDX2.SSPT 5 28 Sarcoma Sinovial Bifasico (M90433) 3.9
PDX2.SSPT 6 28 Sarcoma Sinovial Bifasico (M90433) 1.2
PDX2.SSPT 7 28 Sarcoma Sinovial SOE (M90403) 6.9

2.1.1.Rotina histologica e coloracdo hematoxilina-eosina

As amostras de PDX (Tabela 1) foram seccionadas no micrétomo CUT 5062 (Slee
Medical GmbH, Alemanha) (4um de espessura) e coletadas em laminas para microscopia
(silanizadas ou ndo). As sec¢des histologicas foram coradas pelas técnicas de hematoxilina-
eosina (HE) e montadas com Entellan (Merck,Darmstadt, Alemanha). A analise histopatologica
das amostras tanto do paciente, quanto dos PDXs foi realizada com o auxilio da patologista do
Centro Infantil Boldrini, Dra. Izilda Aparecida Cardinalli. Os critérios avaliados foram (1)
intensidade celular, (2) tipo celular, (3) numero de mitoses e de mitoses atipicas, (4) necrose e
hemorragia, (5) tecido infiltrado inflamatdrio, (6) vasos sanguineos, (7) fibras colagenas e (8)

presenca de alguma particularidade do tumor.
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2.2. Hibridizac&o in situ por Fluorescéncia (FISH)

Fragmentos de tumor de PDX de primeira geracdo e de pacientes foram dissociados
mecanicamente em meio de cultura. A amostra dissociada foi adicionada em um tubo com 5
mL de meio de cultura e homogeneizado. O tubo foi levado para centrifugar por 8 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi homogeneizado com 5 mL KCI. A amostra foi
incubada por 20 minutos em banho-maria a 37°C, lavada com fixador de Carnoy e centrifugada
novamente. Depois do processo de lavagem, 4 pL de amostra foi pipetado sobre uma lamina de
microscopia. Sobre a amostra, foi adicionado 1 pL da sonda SS18 Break Apart FISH Probe.
Depois de duas horas, a lamina foi lavada e 2 pL de DAPI foram adicionados sobre a amostra,

que foi analisada em microscopio.

2.3. RT-PCR
RNA foi extraido das amostras de tumor de PDX de segunda geracdo seguindo o
protocolo Kit RNAeasy Mini Qiagen (Sigma-Aldrich). Foi realizada a sintese de cDNA,
seguindo o protocolo GoScript Reverse Trascription System, padronizado no laboratério. O
cDNA sintetizado foi diluido em &gua, adicionado a Cloreto de Magnésio, dNTP, GoTaq G2 e
aos primers referentes as translocacdes SS18-SSX1, SS18-SSX2 e SS18-SSX4, indicados na
Tabela 2, e levados ao termociclador durante o periodo padronizado pelo laboratdrio de anélises

clinicas do hospital.

Tabela 2. Sequéncias dos primers.

Nome Sequéncia 5°-3’
SSX1R ACACTCCCTTCGAATCATTTTCG
SSX2R GCACTTCCTCCGAATCATTTC
SSX4R GCACTTCCTTCAAACCATTTTCT
SSXF AGACCAACACAGCCTGGACCAC

2.4. Cultura Celular
2.4.1. Dissociagdo tumoral

As amostras provenientes dos xenoenxertos de 12 geracdo (3 fragmentos / 4x4mm por
animal) foram descongeladas em banho-maria a 37°C e imediatamente lavadas 3 vezes com 25
- 40 mL de PBS. Apds a lavagem, os fragmentos foram medidos e, com o auxilio de um bisturi,
cortados até a completa dissociacdo (ou o maximo possivel). Entdo, o tecido dissociado foi
ressuspendido em 2 mL da solucéo enzimatica (ja padronizado no laboratorio) e incubado por
20 minutos em estufa a 37°C com 5% de CO2 homogeneizando a placa a cada 5 minutos. Para

inativar a acdo enzimatica, foi adicionado volume de meio de cultura suplementado com



antibiotico/antimicotico e soro fetal bovino (SFB). O homogenato foi filtrado no cell strainer
(100pum) e centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos, o pellet ressuspendido em 5 mL da solucéo
BSA 4%, e novamente centrifugado por 1200 rpm por 10 minutos. O pellet de células foi
ressuspendido em 1 mL de meio DMEM/F-12 (Meio de Eagle modificado por
Dulbecco/Mistura de nutrientes de Ham F-12) suplementado com 10% SFB + 1%
penicilina/estreptomicina (Penicilina: 10.000 U.l./mL e Estreptomicina: 10 mg/mL). Apoés a
completa dissolucdo do pellet, completar com o volume adequado de meio para realizar a

contagem das células com a cdmara de Neubauer.

2.4.2. Cultivo celular 3D

Apos a dissociacdo, foi reservada a quantidade de células necessérias para realizar o
plagueamento dos esferoides com 2x10* células/pogo em placa de 96 pogos com superficie com
baixa adesdo celular com fundo em U (Nunclon™ Sphera™ Microplates - 174927) (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). As celulas foram ressuspendidas em meio DMEM/F-
12 suplementado com 10% SFB e 1% de penicilina/estreptomicina. Cada poco recebeu volume
total de 150 pL + células. A placa foi armazenada em incubadora a 37°C com 5% de CO; e
houve o acompanhamento da formacdo dos esferoides diariamente utilizando o microscopio
invertido (MOTIC AE 2000, referéncia 1100103800029) para realizar a documentacédo

fotografica. A troca de meio de cultura foi realizada a cada 2 dias.

2.4.3. Teste de drogas

Depois de sete dias de plagueamento, os esferoides foram tratados com quatro doses
(0,01 uM; 0,1 pM; 1 pM e 10 pM) das drogas quimioterapicas Selumetinib (Cayman
Chemicals) e Trametinib (Cayman Chemicals). Foram feitos acompanhamento e
documentacao fotografica durante 72 horas. Depois desse periodo, o teste de viabilidade foi
realizado e calculado o 1C50 de cada droga. Com essa informacgéo, novos esferoides foram
tratados com Selumetinib (doses: 0,34 uM; 1,04 uM e 3,12 uM), Trametinib (doses: 0,016 pM;
0,04 uM; 0,01 uM e 0,1 uM) e Panobinostat (Sigma-Aldrich) (doses: 0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM
e 10 uM).

2.4.4. Teste de viabilidade (ATP-Glo™ Bioluminometric Cell Viability Assay)

Apo0s 72 horas do tratamento com as drogas, 0s esferoides foram transferidos para uma
placa branca de 96 pogos com 25 pL de meio de cultura. Em cada poco, foram adicionados 25
uL do reagente do kit ATP-Glo™ Bioluminometric Cell Viability Assay. A placa colocada em
um agitador por 5 minutos a 800 rpm. Em seguida, o conteldo dos pogos foi homogeneizado e

a placa foi incubada por 25 minutos, protegida da luz, em agitacdo branda. Depois desse tempo,



a placa foi levada para o Synergy H1 Hybrid Reader (BioTek®), onde foi realizada a leitura
por luminescéncia de cada um dos pogos. Os dados obtidos foram analisados pelo GraphPad

Prism.
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3. RESULTADOS

3.1. Processamento Histoldgico

O processamento histoldgico de tumores de sarcoma sinovial que haviam sido
previamente implantados em camundongos imunossuprimidos (NSG), coletados e
armazenados em blocos de parafina foi realizado, bem como a comparacdo com as laminas do
diagnostico dos pacientes.

O paciente SSPT_1 foi diagnosticado como um sarcoma sinovial pouco diferenciado
metastatico para linfonodo, o qual foi caracterizado pela presenca predominantes de células
pequenas de nucleo ovalado com nucléolo evidente, além de células fusiformes e presenca de
figuras mitdticas tipicas e atipicas (18/mm?) (Figura 1a.). O PDX de primeira geracio
(PDX1.SSPT_1), por sua vez, reproduziu o mesmo padréo indiferenciado e hipercelular
encontrado na amostra do paciente e destacou-se pelo aumento de figuras mitéticas (28/mm?2)
(Figura 1b). Os xenoenxertos de segunda geracdo mantiveram padrdo morfologico semelhante
aos de primeira geracao, exceto pelo aumento da frequéncia de mitoses atipicas (Figura 1c).

No caso SSPT_3, diagnosticado como sarcoma sinovial bifasico metastasico, é possivel
observar claramente o padrdo morfologico epitelioide, remetendo a estruturas glandulares e ao
redor estroma de padrdo sarcomatoide (Figura 1d). A amostra do PDX de primeira geracao
apresentou-se completamente necrotica, fato que impossibilitou a andlise histopatoldgica
(Figura 1e). No entanto, nos xenoenxertos de segunda geracao foi possivel observar células
pequenas, redondas e indiferenciadas e a presenca de figuras mitoticas (40/mm?) (Figura 1f).

O paciente SSPT_6, diagnosticado como sarcoma sinovial bifasico metastatico para o
pulmao, apresenta células redondas de pequeno e médio tamanho organizadas de forma
agrupada (Figura 1g). E possivel identificar a presenca de figuras mitdticas tipicas (5/mm?) e
atipicas. A amostra do PDX de primeira geracdo (Figura 1h) apresentou hipercelularidade,
células fusiformes, maior presenca de figuras mitéticas tipicas (20/mm?) (Figura 1h1) e atipicas.
Nos PDXs de segunda geracdo, foi possivel observar hipercelularidade e a presenca de células
fusiformes. Houve um aumento no nimero de figuras mitdticas tipicas (45/mm?).

No caso SSPT 4, diagnosticado como sarcoma sinovial monofasico, apresenta
predominio de células epitelidides de tamanho médio-grande e citoplasma escasso, com nucleo
ovalado, nucléolos evidentes e extensas areas de necrose tecidual. Foi possivel identificar a
presenca de necrose e de figuras mitéticas tipicas (11/mm?) e atipicas (Figuras 1j). Nesse caso,
é importante ressaltar que o paciente recebeu quimioterapia pré-ressecgdo cirdrgica. No PDX

de primeira geracdo é possivel observar a presenca de células grande s redondas e



indiferenciadas. Houve um aumento no nimero de mitoses tipicas (27/mm?) (Figura 1k). Nos
xenoenxertos de segunda geracdo, observa-se células pequenas, redondas e indiferenciadas,
com presenca de figuras mitdticas tipicas (13/mm?) e atipicas (Figura 1I).

O paciente SSPT_5, observado na Figura 1m, diagnosticado como sarcoma sinovial
bifasico, apresenta células pequenas, redondas e fusiformes com citoplasma acidéfilo. Foi
possivel observar a presenca de figuras mitdticas tipicas (11/mm?) e atipicas. O PDX de
primeira geracdo apresentou as mesmas caracteristicas histopatologicas do sarcoma sinovial
bifasico que a amostra do paciente, tanto em hipercelularidade quanto no tipo celular,
destacando o discreto aumento no niimero de mitoses tipicas (15/mm?) (Figura 1n). J4 0 PDX
de segunda geracdo (Figura 10), apesar de manter as caracteristicas do tumor do paciente,
apresentou um maior nimero de figuras mitéticas tipicas (36/mm?) e de mitoses atipicas
(16/mm?).

O paciente SSPT_7 foi diagnosticado com sarcoma sinovial monofésico metastatico para
pulméo, composto por células fusiformes de citoplasma acidofilo e nucleo de cromatina
delicada. Foi possivel observar a presenca de figuras mitéticas tipicas (6/mm?2) e atipicas (Figura
1p). O PDX de primeira geracgdo (Figura 1q) apresenta células redondas e indiferenciadas, com
aumento de figuras mitdticas tipicas (40/mm?) (Figura 1g1) e atipicas. O PDX de segunda
geracdo apresentou células redondas e indiferenciadas, uma area necrotica maior e a presencga

de figuras mitéticas tipicas (39/mm?) e atipicas.
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SSPT_3

SSPT_2

Figura 1. Fotomicrografias provenientes de amostras tumorais de sarcoma sinovial de pacientes pediatricos e seus
respectivos xenoenxertos expandidos em camundongos NSG. As imagens dispostas nas linhas sdo compostas de
sec¢des histoldgicas do tumor do paciente seguida pelos tumores xenoenxertados de 1° e 22 geracdo. Amostras
tumorais humanas: (a,d,g,m) Sarcoma sinovial bifasico; (j) Sarcoma sinovial de células epitelidides; (p) Sarcoma
sinovial monofésico. Amostras de xenoenxerto de 12 geracdo (b,e,h,k,n). Amostras de xenoenxerto de 22 geracdo
(c,f,i,l,o,r). (h1, j1, gl: insets). Observa-se aumento da agressividade tumoral nas amostras xenoenxertadas
representado pela perda do arranjo tecidual e instabilidade cromossdmica indicadas pela presenca de figuras
mitoticas atipicas (seta branca). Setas pretas: figuras mitéticas; Setas brancas: figuras mitéticas atipicas; asterisco
(*) areas necréticas. Coloracdo: hematoxilina-eosina.
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3.2.HIBRIDIZACAO IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH)

A analise das amostras que passaram pela técnica FISH, apresentadas na Figura 3,
indicam um dos cromossomos SS18 foi rearranjado com o cromossomo SSX do paciente,
identificados pelos pontos verde e vermelho separados, e 0 outro cromossomo esta integro,
identificado pelos pontos verde e vermelho juntos. Os pacientes SSPT 1 e SSPT 5
apresentaram um gene integro e outro que sofreu o rearranjo tanto na amostra do paciente
quanto a que foi expandida em camundongos imunodeficientes. As amostras referentes aos
pacientes SSPT2 e SSPT_7, bem como as amostras xenoenxertadas, apresentaram um ganho
de sinal do cromossomo SS18, indicado pela presenca de mais pontos verdes na figura 3 (3e,
3f, 3j e 3k). No entanto, a amostra do PDX SSPT_3 (Figura 3d) ndo apresentou rearranjo.

Amostra Paciente PDX — 12 Geragdo

Amostra Paciente PDX — 12 Geragdo
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Figura 3. Imagem do FISH de pacientes (a, c, e, g e j) e de PDX de primeira geracdo (b, d, f, h e k). Todas as
amostras de pacientes apresentaram rearranjo. As amostras de PDX b, f, h e k apresentaram o rearranjo, enquanto
a amostra d ndo apresentou nenhum rearranjo. As amostras e, f, j e k apresentaram ganho de sinais.
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3.3.RT-PCR

O tamanho da banda esperado aparecer no gel é o de 108 bp,indicado pela seta. E

importante ressaltar que os dimeros estdo abaixo de 100pb, o que é esperado. Na agua, ha

presenca da banda de dimero e ela se apresenta mais forte que as demais devido a auséncia da

amostra e consequentemente acumulo de primers. Como o resultado observado no FISH, a

maior parte dos PDX, apresentou a mesma translocagdo que o paciente, com excecdo do
PDX2c1.SSPT_3. Os PDX1a.SSPT_1; PDX1a.SSPT_7; PDX1a.SSPT_5; PDX1b.SSPT_2;
PDX1b.SSPT_6; PDX1b.SSPT_8 apresentaram a banda de 108 bp na rea¢do com o primer para
SS18-SSX1, como indicado na Figura 4a. Nas reacdes SS18-SSX2 (Figura 4b) e SS18-SSX4

(Figura 4c) ndo houve a formagéo de bandas, indicando ndo haver nenhuma amostra portadora

dessas translocagoes.

Legenda

Amostra

L

Ladder 100 bp

—_—

PDX1a.SSPT 1

PDX1a.SSPT 7

PDX1a.SSPT 5

PDX1b.SSPT 2

PDX1b.SSPT_6

PDX1b.SSPT 8

PDX1a.SSPT 4

PDX2c1.SSPT 3

O o Q| | | B~ W DN

Controle positivo SS18-SSX1

Controle positivo SS18-SSX2

Controle negativo

Agua

(e]

RT-PCR $518-SSX4

108p
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Figura 4: Foto do gel de agarose 2%, L representa do ladder de 100 bp usado para indicar o tamanho de pares de
base amplificado. Na imagem a, as amostras 1, 2, 3, 4, 5 e 6 apresentaram amplificagco na regido de 108 bp. As
amostras 7 e 8 ndo apresentaram amplificacdo. A amostra 9 apresentou amplificacdo, por ser um controle positivo.
A imagem b representa as amostras testadas com o primer para translocacdo SS18-SSX2. Apenas a amostra 10
apresentou a banda de 108 bp, por ser o controle positivo. A imagem c representa as amostras testadas com o
primer para a translocagdo SS18-SSX4. N&o havia um controle positivo e, portanto, nenhuma amostra apresentou
a banda de 108 bp. A amostra 11 apresentou bandas inespecificas, por ser o controle negativo, e a amostra 12 era
composta apenas por agua e primers, como controle negativo da reacéo.

3.4. CULTURA CELULAR 3D

Como parte do Projeto PRONON “Medicina de Precisdo Aplicada ao Cancer Infanto-
Juvenil”, amostras de tumores de pacientes do Centro Infantil Boldrini sao analisadas através
de exoma. Nas analises de pacientes com Sarcoma Sinovial, dois foram selecionados por
possuirem mutacdo em MAP3K. Segundo a literatura, tumores com essa mutacdo respondem
bem a tratamentos com Selumetinib e Trametinib, quimioterapicos inibidores da via MAP3K.

Nas imagens obtidas apds 72 horas de tratamento foi possivel observar, no esferoide do
PDX2.SSPT_6, que houve a perda da compactacéo celular (Figura 5n), indicando a efetividade
do tratamento com Selumetinib. As imagens referentes ao controle positivo (Figuras 5a, 59 e
5m) representam os esferoides tratados com 01% de DMSO e, por isso, ndo apresentaram a
perda da compactacéo celular. As imagens do controle negativo (Figuras 5f, 51 e 5r) apresentam
a perda da compactacéo celular desde o inicio do tratamento com 50% de DMSO. Na figura 9a,
é possivel observar que as doses 0,1 UM, 1 uM e 10 uM de Selumetinib apresentaram dados
estatisticamente significantes da redugdo da viabilidade celular. Na figura 6, as imagens
representam os esferoides tratados com Trametinib. E possivel observar que nas doses 0,1 uM
(Figuras 6c, 6i e 60) e 1 uM (Figuras 6d, 6j e 6p) houve perda da compactagéo das células que
formavam os esferoides. No gréafico da figura 9b, as doses 0,1 UM e 1 uM apresentaram dados

estatisticamente significantes da perda da viabilidade celular.

Os esferoides referentes ao PDX de segunda geracdo da amostra SSPT_1 apresentaram
perda da compactacdo celular, exemplificado pela figura 7g. O tratamento com Selumetinib
apresentou maior eficacia em todas as doses testadas, bem como o tratamento com Trametinib,

indicados pelos graficos 9c e 9d, respectivamente.
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SSPT_6
Controle positivo  Selumetinib 0,01uM

Figura 5: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_6 ap6s 24 (a, b, ¢, d, ¢, f), 48 (g, h, i, j, k, I) e 72 (m,
n, o, p, g, r) horas da adi¢éo das quatro doses de Selumetinib. As fotos a, g, m indicam os esferoides tratados com
0,1% de DMSO e as fotos f, I, r indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, h, n indicam os
esferoides tratados com a dose 0,01 uM de Selumetinib. As fotos ¢, i e o indicam os esferoides tratados com a dose
0,1 uM de Selumetinib, porém eles foram perdidos durante a troca de meio. As fotos d, j, p indicam os esferoides
tratados com a dose 1 uM de Selumetinib e as fotos e, k, q indicam esferoides que foram tratados com a dose 10
MM de Selumetinib.

SSPT_6
Controle positivo ~ Trametinib 0,01uM  Trametinib 0,1luM  Trametinib 1uM Trametinib 10puM Controle negativo

Figura 6: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_6 ap6s 24 (a, b, ¢, d, ¢, f), 48 (g, h, i, j, k, I) e 72 (m,
n, o, p, g, r) horas da adi¢do das quatro doses de Trametinib. As fotos a, g, m indicam os esferoides tratados com
0,1% de DMSO e as fotos f, I, r indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, h, n indicam os
esferoides tratados com a dose 0,01 UM de Trametinib. As fotos c, i e o indicam os esferoides tratados com a dose
0,1 uM de Trametinib. As fotos d, j, p indicam os esferoides tratados com a dose 1 pM de Trametinib e as fotos
g, k, g indicam esferoides que foram tratados com a dose 10 uM de Trametinib.
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SSPT 1
Controle positivo ~ Selumetinib 0,01uM  Selumetinib 0.1uM  Selumetinib IuM  Selumetinib 10uM  Controle negativo

- ‘; | -

Figura 7: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_1 ap6s 24 (a, b, ¢, d, ¢, f),48 (g, h, i, j, k, ) e 72 (m,
n, o, p, g, r) horas da adi¢éo das quatro doses de Selumetinib. As fotos a, g, m indicam os esferoides tratados com
0,1% de DMSO e as fotos f, I, r indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, h, n indicam os
esferoides tratados com a dose 0,01 UM de Selumetinib. As fotos ¢, i e o indicam os esferoides tratados com a dose
0,1 uM de Selumetinib, porém eles foram perdidos durante a troca de meio. As fotos d, j, p indicam os esferoides
tratados com a dose 1 uM de Selumetinib e as fotos e, k, q indicam esferoides que foram tratados com a dose 10
MM de Selumetinib.

SSPT 1

Controle positivo ~ Trametinib 0,01uM  Trametinib 0,1uM  Trametinib luM ~ Trametinib 10uM  Controle negativo

Figura 8: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_1 apds 24 (a, b, ¢, d, e, f), 48 (9, h, i, j, k, 1) e 72
(m, n, 0, p, g, r) horas da adicéo das quatro doses de Trametinib. As fotos a, g, m indicam os esferoides tratados
com 0,1% de DMSO e as fotos f, I, r indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, h, n indicam
os esferoides tratados com a dose 0,01 pM de Trametinib. As fotos c, i e o indicam os esferoides tratados com a
dose 0,1 uM de Trametinib. As fotos d, j, p indicam os esferoides tratados com a dose 1 pM de Trametinib e as
fotos e, k, g indicam esferoides que foram tratados com a dose 10 pM de Trametinib.
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Figura 9: Gréficos do sinal de luminescéncia indicando a viabilidade celular dos esferoides em cada dose das
drogas Selumetinib e Trametinib, comparando com os controles positivos e negativos dos PDX2.SSPT 6 (ae b)
e PDX2.SSPT_1 (c e d). Os asteriscos (*) indicam dados estatisticamente significantes quando comparados com
o controle tratado com 0,1% de DMSO.

Com os dados obtidos no primeiro teste, novas doses foram selecionadas para tratar

esferoides dos mesmos pacientes. Além disso, houve um teste realizado com Panobinostat, uma
droga inibidora de HDAC.

Para a amostra PDX2.SSPT_6, as doses de Selumetinib selecionadas foram 0,34 uM,
1,04 uM e 3,12 uM. Houve pouca perda da viabilidade celular em todas as doses, conforme
indicado na figura 13a. Para o tratamento com Trametinib, as doses selecionadas foram 0,016
uM, 0,04 uM, 0,01 uM e 0,1 uM. A perda da viabilidade celular foi estatisticamente
significativa nas doses 0,01 uM e 0,1 pM quando comparadas com o controle tratado com 0,1%
de DMSO (Figura 13b). No tratamento com Panobinostat, houve uma reducdo significativa da
viabilidade celular em todas as doses de tratamento (Figura 12) quando comparadas com 0
controle tratado com 0,1% de DMSO, indicando a susceptibilidade desse tipo tumoral a

tratamentos com drogas epigenéticas (Figura 13c).

SSPT 6

Controle positivo

Selumetinib 0,34pM  Selumetinib 1,04uM  Selumetinib 3,12uM Controle negativo
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Figura 10: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_6 apés 24 (a, b, ¢, d, e), 48 (f, g, h,i,j) e 72 (K, |,
m, n) horas da adicdo das trés dose s de Selumetinib. As fotos a, f, k indicam os esferoides tratados com 0,1% de
DMSO e as fotos e, j indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, g, | indicam os esferoides
tratados com a dose 0,34 UM de Selumetinib. As fotos ¢, h e m indicam os esferoides tratados com a dose 1,04
MM de Selumetinib. As fotos d, i, n indicam os esferoides tratados com a dose 3,12 uM de Selumetinib.

SSPT 6

Controle positivo  Trametinib 0,016uM  Trametinib 0,04uM Trametinib 0,01uM Trametinib 0,1uM Controle negativo
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Figura 11: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_6 ap6s 24 (a, b, ¢, d, e, f), 48 (g, h, i, j, k, 1) e 72
(m, n, 0, p, q) horas da adi¢do das quatro doses de Trametinib. As fotos a, g, m indicam os esferoides tratados
com 0,1% de DMSO e as fotos f, I, r indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, h, n indicam
os esferoides tratados com a dose 0,016 uM de Trametinib. As fotos c, i e o indicam os esferoides tratados com a
dose 0,04 uM de Trametinib. As fotos d, j, p indicam os esferoides tratados com a dose 0,01 pM de Trametinib e
as fotos e, k, g indicam esferoides que foram tratados com a dose 0,1 uM de Trametinib.

SSPT 6

Controle positivo Panobinostat 0,01uM  Panobinostat 0,1uM  Panobinostat IuM  Panobinostat 10uM  Controle negativo
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Figura 12: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_6 ap6s 24 (a, b, ¢, d, e, f), 48 (g, h, i, j, k, 1) e 72
(m, n, o, p, q) horas da adi¢do das quatro doses de Panobinostat. As fotos a, g, m indicam os esferoides tratados
com 0,1% de DMSO e as fotos f, I, r indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, h, n indicam
os esferoides tratados com a dose 0,01 uM de Panobinostat. As fotos c, i, 0 indicam os esferoides tratados com a
dose 0,1 uM de Panobinostat. As fotos d, j, p indicam os esferoides tratados com a dose 1 uM de Panobinostat e
as fotos e, k, g indicam esferoides que foram tratados com a dose 10 uM de Panobinostat .
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Figura 13: Gréficos do sinal de luminescéncia indicando a viabilidade celular dos esferoides do PDX2.SSPT_6
em cada dose das drogas Selumetinib (a), Trametinib (b) e Panobinostat (c), comparando com os controles

positivos e negativos. Os asteriscos (*) indicam dados estatisticamente significantes quando comparados com o
controle tratado com 0,1% de DMSO.

A amostra SSPT_1, quando tratada com Selumetinib apresentou reducdo da viabilidade
apenas na dose 0,34 UM quando comparada com o controle positivo (Figura 17a). Esse
resultado pode ser observado pela perda da compactacdo do esferoide (Figura 141) Com
Trametinib, entretanto, ndo houve nenhuma perda significativa da viabilidade (Figura 17b). Nas
imagens da figura 15 é possivel perceber que os esferoides mantiveram a compactacéo celular.
No entanto, com Panobinostat, houve uma reducdo significativa da viabilidade nas doses 0,1
UM, 1 uM e 10 pM (Figura 17c). A perda da compactagéo dos esferoides nesse caso, pode ser
observada com 24h pés-tratamento (Figura 16c¢, 16d e 16e).

SSPT 1
Controle positivo  Selumetinib 0,34uM  Selumetinib 1,04uM Selumetinib 3,12uM Controle negativo
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Figura 14: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_1 ap6s 24 (a, b, ¢, d, e), 48 (f, g, h,i,j) e 72 (k, I,
m, n, 0) horas da adicdo das trés doses de Selumetinib. As fotos a, f, k indicam os esfe roides tratados com 0,1%
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de DMSO e as fotos e, j, o indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, g, | indicam os esferoides
tratados com a dose 0,34 uM de Selumetinib. As fotos ¢, h e m indicam os esferoides tratados com a dose 1,04
UM de Selumetinib. As fotos d, i, n indicam os esferoides tratados com a dose 3,12 UM de Selumetinib

SSPT_1
Controle posmvo Trametinib 0,0064 uM Trametinib 0,016uM Trametinib 0,04uM Trametinib 0,01uM  Controle negativo

b\
|

Figura 15: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT_1 ap6s 24 (a, b, ¢, d, e, f), 48 (g, h, i, J, k, 1) e 72
(m, n, 0, p, g, r) horas da adi¢do das quatro doses de Trametinib. As fotos a, g, m indicam os esferoides tratados
com 0,1% de DMSO e as fotos f, I, r indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, h, n indicam
os esferoides tratados com a dose 0,0064 uM de Trametinib. As fotos c, i e 0 indicam os esferoides tratados com
a dose 0,016 pM de Trametinib. As fotos d, j, p indicam os esferoides tratados com a dose 0,04 M de Trametinib
e as fotos e, k, g indicam esferoides que foram tratados com a dose 0,01 uM de Trametinib.

SSPT 1
Controle positivo Panobinostat 0,01uM  Panobinostat 0,1luM  Panobinostat 1luM  Panobinostat 10uM  Controle negativo

Figura 16: Fotos dos esferoides provenientes do PDX2.SSPT 1 ap6s 24 (a, b, ¢, d, ¢, f), 48 (g, h, i, j, k, 1) e 72
(m, n, 0, p, q, r) horas da adi¢ao das quatro doses de Panobinostat. As fotos a, g, m indicam os esferoides tratados
com 0,1% de DMSO e as fotos f, I, r indicam os esferoides tratados com 50% de DMSO. As fotos b, h, n indicam
os esferoides tratados com a dose 0,01 uM de Panobinostat. As fotos c, i, 0 indicam os esferoides tratados com a
dose 0,1 uM de Panobinostat. As fotos d, j, p indicam os esferoides tratados com a dose 1 pM de Panobinostat e
as fotos e, k, g indicam esferoides que foram tratados com a dose 10 puM de Panobinostat.

26



a4 PDX2.SSPT_1 b PDX2.SSPT_1 C PDX2. SSPT_1

50000 60000 50000
5 5 =)
<. 400004 3 < < 400004 -
o o o 4
£ £ 40000 - £
= 30000 =2 e = -2 300004
- - i - EEEA
g - g g
S 200004 § 3 & 20000 ¢
4 2 20000+ @
£ £ £
g 10000+ g g 100004
- T - bikadald - EEEKR i ke EHEKR
01— T T T — e — T T 9 otr—r—+———
034 1.040 312 0.1% 50% 0,00640,016 0,04 0,01 0.1% 50% 001 01 1 10 0.1% 50%
SELUMETIME (M) DMSO TRAMETIMB (M) DMSO PANOBIOSTAT () DASO
{Control) {Control) {Centrol)

Figura 17: Gréficos do sinal de luminescéncia indicando a viabilidade celular dos esferoides do PDX2.SSPT_6
em cada dose das drogas Selumetinib (a), Trametinib (b) e Panobinostat (c), comparando com os controles

positivos e negativos. Os asteriscos (*) indicam dados estatisticamente significantes quando comparados com o
controle tratado com 0,1% de DMSO.
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4. DISCUSSAO

O presente projeto teve como finalidade validar as amostras de PDX que foram expandidas
em camundongos imunodeficientes de forma histologica e molecular. As analises realizadas
em amostras de tumor de sarcoma sinovial provenientes de PDX foram comparadas com
amostras dos pacientes, demonstrando uma semelhanga. Essas mesmas amostras foram
analisadas através de técnicas moleculares, como FISH e PCR e apresentaram semelhanca.
Além disso, as amostras provenientes de PDX foram cultivadas em cultura tridimensional e
tratadas com drogas quimioterapicas ndo usadas no tratamento convencional de pacientes com

sarcoma sinovial, apresentando responsividade ao tratamento.

Os xenoenxertos representam o modelo in vivo que recapitula mais caracteristicas
importantes dos tumores dos pacientes (Gasparini et al, 2022). Essa técnica é frequentemente
realizada em camundongos NSG (NOD/SCID/gamma), que ndo apresentam células B, T ou
NK maduras para mediar a rejeicdo imunoldgica, produzindo maiores taxas de sucesso nos
enxertos (McNerney et al., 2021). Os modelos de PDX tém sido amplamente utilizados em
estudos translacionais, pois podem manter a estabilidade genémica até 10 geracGes, além de
demonstrar capacidade de manter a heterogeneidade intratumoral, caracteristicas estruturais do
tecido, detalhes microscopicos e comportamentos biolégicos do tumor (Liu et al., 2023; Stewart
etal., 2017; Julien et al., 2012).

Com isso, a analise das amostras histologicas coradas com Hematoxilina e Eosina dos
PDX apresentou caracteristicas histopatoldgicas semelhantes as laminas dos pacientes ao
diagnostico. Essa semelhanga também foi observada por testes realizados com Sarcoma de
Ewing, Osteossarcoma e Rabdomiossarcoma (Castillo-Ecija et al., 2021). Os trabalhos com
outros tipos de sarcomas identificaram que ndo houve mudanca significativa no padréo
histoldgico das amostras de PDX quando comparadas com as amostras de seus respectivos
pacientes. No entanto, as laminas de PDX apresentaram sinais de maior agressividade,
representados pela maior presenca de figuras mitdticas tipicas e atipicas, e indiferenciacao
celular do que as laminas dos pacientes, fatos também observados por Cornillie e colegas
(2019).

O modelo PDX, caracterizado pela estabilidade das caracteristicas moleculares e
histoldgicas precisa ser validado por métodos ortogonais. Por isso, além da analise histolégica,
estudos moleculares sdo importantes. Cornillie e colegas (2019) confirmaram a estabilidade

molecular dos PDX através de sequenciamento de RNA, provando que os modelos PDX



mantém as caracteristicas moleculares da amostra do paciente. Essa manuten¢éo da estabilidade

molecular também foi encontrada nas amostras analisadas pelo estudo.

Estudos demonstraram que a translocacdo t(X;18)(p11.2;g11.2) é a alteracdo molecular
encontrada em 90% dos casos de Sarcoma Sinovial (Tvrdik et al., 2005). Essa informacao foi
confirmada em nossos experimentos: 0s tumores de xenoenxerto mantiveram as alteragdes
moleculares encontradas nos tumores dos pacientes analisados por FISH, com a sonda break-
apart SS18. Além disso, como uma forma de validacdo ortogonal do modelo PDX, a PCR
convencional foi realizada. Esta técnica confirmou o que foi observado no FISH, demonstrando
que cerca de 80% dos casos apresentam a translocacdo SS18-SSX1, assim como a literatura
indica (Amary et al. 2007).

O tratamento quimioterdpico convencional de sarcomas sinoviais € realizado com
doxorrubicina e ifosfamida (Blay et al., 2023), que apresenta efeitos colaterais e toxicidade. No
contexto da Medicina de precisao, testes com drogas alvo-dirigidas sdo realizados para analisar
a resposta tumoral ao tratamento. O uso da cultura celular € uma ferramenta que permite o
estudo in vitro desses medicamentos (McNerney et al., 2021). Nosso estudo utilizou drogas
alvo-dirigidas para a mutagéo na via MAP3K encontrada em dois dos pacientes. As amostras
que foram expandidas em PDX foram dissociadas e tratadas com doses crescentes das drogas
quimioterapicas Selumetinib e Trametinib (XUE et al, 2018). Assim como no estudo de Xue et
al, conseguimos observar uma diminui¢do no numero de células vivas do esferoide, indicando

que o tratamento apresentou uma agéo efetiva contra o crescimento tumoral.

Diante dos resultados obtidos, resolvemos utilizar uma droga inibidora de HDAC
(desacetilagdo de histonas), que possui papel importante na regulacdo génica. Esses
quimioterapicos possuem o papel de estimular os processos de morte celular, como a apoptose,
nas células de linhagem de sarcoma sinovial (LAPORTE et al, 2017). Para comparar, utilizamos
esferoides de PDX de segunda geracdo de sarcoma sinovial e tratamos com quatro doses de
Panobinostat, uma droga inibidora da HDAC. Como resultado, observamos uma maior morte
das células tumorais mesmo na menor dose. 1sso demonstra que esse tipo de tratamento também

estimula as vias de morte celular na cultura primaria.



5. CONCLUSAO

Os modelos de PDX de sarcoma sinovial estabelecidos reproduzem com fidelidade as
caracteristicas histologicas e moleculares do tumor do paciente, assegurando uma
correspondéncia precisa para 0 uso seguro desse modelo em novos estudos. Além disso, o
tratamento alvo-dirigido mostrou-se eficaz ao induzir a morte celular. No entanto, a droga
epigenética apresentou uma eficacia ainda maior, destacando o potencial desses medicamentos

para o tratamento do Sarcoma Sinovial.
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