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RESUMO

Costa, RF. Estabelecimento e caracterizagcdo de linhagens celulares e
xenoenxertos derivados de tumores de glandula salivar. [Tese -

Doutorado]. Sado Paulo; Fundagéo Antonio Prudente; 2025.

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo heterogéneo de
lesBes, apresentando diferentes caracteristicas histolégicas e comportamento
clinico diverso. Apesar dos avancos sélidos alcancados pelas pesquisas, ainda
h& uma necessidade de investigar biomarcadores que auxiliem no diagndstico
e prognostico dessas neoplasias e que expliguem sua evolucao e progressao.
Considerando que ha poucos modelos celulares disponiveis para o estudo de
tumores de glandula salivar humanos, o estabelecimento de modelos de cultura
primaria, esferoides e de xenoenxertos derivados de pacientes (PDX — Patient-
Derived Xenografts) torna-se fundamental. Esses modelos permitem estudos
aprofundados sobre o comportamento das células tumorais, a ativacéo de vias
de sinalizacao celular e o teste de drogas-alvo. Assim, o objetivo deste estudo,
foi estabelecer modelos de cultura primaria, esferoides e modelos de
xenoenxerto derivado do paciente (PDX) para tumores de glandula salivar. Os
pacientes submetidos a cirurgia para excisdo dos tumores adenoma
pleomérfico (AP), carcinoma adenoide cistico (CAC) e carcinoma
mucoepidermoide (CME) foram convidados a participar do estudo. Para a
cultura primaria, o tecido fresco proveniente de cirurgias realizadas no
A.C.Camargo Cancer Center foi dissociado mecanicamente e os fragmentos
foram plagqueados e mantidos em cultura. Ensaios de imunocitoquimica foram
realizados para caracterizacdo das culturas celulares. As células foram
analisadas quanto as taxas de viabilidade celular, migracdo celular e
capacidade de invasdo. As culturas primarias estabelecidas de carcinoma
adenoide cistico foram utilizadas para desenvolvimento de esferoides em
matrigel, hidrogel e suspenséo. Para o desenvolvimento dos xenoenxertos, 0s
fragmentos foram implantados em camundongos. O crescimento do tumor foi
monitorado periodicamente e, para a caracterizagao do tumor, foi realizada

analise imunoistoquimica, comparando o tecido tumoral dos pacientes e o



tecido tumoral dos modelos de camundongos. Foram incluidos 13 pacientes (5
de adenoma pleomorfico, 5 de carcinoma mucoepidermoide e 3 de carcinoma
adenoide cistico). Culturas primarias foram estabelecidas a partir de duas
amostras de adenoma pleomorfico e trés amostras de carcinoma adenoide
cistico. A caracterizacdo imunocitoquimica confirmou a expressdo de
marcadores epiteliais e mioepiteliais. Ensaios funcionais demonstraram que as
células de CAC apresentam maior capacidade de invasdo e migragdo celular
em comparacdo com as ceélulas de AP. Foram desenvolvidos modelos
esferoides (hidrogel, matrigel e suspensao) a partir das trés culturas primarias
de CAC. Maior numero de esferoides foi observado nos modelos em hidrogel e
matrigel em comparacdo com o modelo em suspensédo, enquanto que 0 0
tamanho do esferoide foi maior no modelo em suspensdo. O modelo PDX foi
estabelecido apenas para uma amostra de adenoma pleomorfico, com
manutencdo das caracteristicas histologicas semelhantes ao tumor original do
paciente, confirmadas por analise imunoistoquimica. A continuidade da
pesquisa para o desenvolvimento de modelos é crucial para o avanco de
estratégias terapéuticas mais eficazes e personalizadas para pacientes com
tumores de glandula salivar. Com os desafios enfrentados na criacdo de
xenoenxertos, e do estabelecimento de um protocolo eficaz para o cultivo de
células tumorais, destacamos a necessidade de explorar novas metodologias
e tecnologias para aprimorar a modelagem in vivo e in vitro desses tumores.
Palavras-chave: tumores de glandula salivar; cultura celular; xenoenxerto;

imunoistoquimica.



ABSTRACT

Costa, RF. Establishment and characterization of cell lines and xenografts
derived from salivary gland tumors. [Thesis-Doctor degree]. Sado Paulo;
Anténio Prudente Foundation; 2024.

Salivary gland tumors comprise a heterogeneous group of lesions, presenting
diverse histological characteristics and clinical behavior. Despite solid advances
achieved through research, there is still a need to investigate biomarkers that
assist in the diagnosis and prognosis of these neoplasms, and that explain their
evolution and progression. Considering the limited number of available cell
models for the study of human salivary gland tumors, the establishment of
primary culture models, spheroids, and patient-derived xenografts (PDX)
becomes fundamental. These models allow in-depth studies on tumor cell
behavior, activation of cellular signaling pathways, and targeted drug testing.
The aim of this study was to establish primary culture models, spheroids, and
PDX models for salivary gland tumors. Patients undergoing surgery for excision
of pleomorphic adenoma (PA), adenoid cystic carcinoma (ACC), and
mucoepidermoid carcinoma (MEC) were invited to participate in the study. For
primary culture, fresh tissue obtained from surgeries at A.C.Camargo Cancer
Center was mechanically dissociated, and the fragments were plated and
maintained in culture. Immunocytochemistry assays were performed for cellular
characterization. Cells were analyzed for viability, migration, and invasion
capacity. Primary cultures were established from two pleomorphic adenoma
samples and three adenoid cystic carcinoma samples. Immunocytochemical
characterization confirmed the expression of epithelial and myoepithelial
markers. Functional assays demonstrated that ACC cells exhibited greater
invasion and migration capacity compared to PA cells. Spheroid models (in
hydrogel, Matrigel, and suspension) were developed from the three ACC
primary cultures. A higher number of spheroids was observed in hydrogel and
Matrigel models compared to the suspension model, while spheroid size was
larger in the suspension model. The PDX model was successfully established
from only one pleomorphic adenoma sample, maintaining histological

characteristics similar to the patient’s original tumor, as confirmed by



immunohistochemical analysis. Continuing research to develop models is
crucial for advancing more effective and personalized therapeutic strategies for
patients with salivary gland tumors. Given the challenges in creating xenografts
and establishing effective protocols for culturing tumor cells, we emphasize the
need to explore new methodologies and technologies to improve in vivo and in
vitro modeling of these tumors. Keywords: salivary gland tumors; cell culture;

xenografts; immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

Os tumores de glandulas salivares representam um grupo heterogéneo
de neoplasias que ocorrem nas glandulas salivares maiores e menores. Esses
tumores variam amplamente em termo de comportamento biolégico, desde
lesGes benignas até malignas. Além disso, a raridade desses tumores e a
diversidade de subtipos histolégicos dificultam o desenvolvimento de
tratamentos padronizados e eficazes, além da falta de existéncia de linhagens
celulares comercialmente disponiveis. % Assim, o estabelecimento e
caracterizacao de linhagens celulares e xenoenxertos de tumores de glandulas
salivares séo areas cruciais da pesquisa oncolégica, possibilitando uma melhor
compreensao da biologia tumoral e o desenvolvimento de novas terapias. %12

Entre os diversos tipos de tumores que afetam as glandulas salivares,
destacam-se o adenoma pleomorfico, o carcinoma mucoepidermoide e o
carcinoma adenoide cistico, cada um apresentando desafios Unicos e
caracteristicas distintas. O adenoma pleomorfico (AP), é o tumor benigno mais
comum das glandulas salivares (60%), possuindo uma natureza altamente
heterogénea, refletida em sua diversidade morfologica, estrutural e
comportamento bioldgico. A criacdo de modelos in vitro e in vivo desse tumor,
permite a investigacdo detalhada de seus componentes celulares, variacdes
histomorfologicas e moleculares, facilitando a identificacdo de biomarcadores
relevantes para diagndstico, prognéstico e transformagéo maligna.318

O carcinoma mucoepidermoide e o carcinoma adenoide cistico, os tipos
malignos mais frequentes (15% e 10%, respectivamente), apresentam
variabilidade histologica e comportamento clinico imprevisivel, com tendéncia
a metastases. O carcinoma adenoide cistico apresenta um desafio para o
diagndstico, além do tratamento mais agressivo, que causa maior impacto ao
paciente em comparacdo ao carcinoma mucoepidermoide, que geralmente
apresenta casos de grau baixo ou intermediario. O desenvolvimento de
linhagens celulares, esferoides e xenoenxertos para estes carcinomas
mimetiza o seu comportamento, ajudando a entender a complexidade
morfolégica e  estrutural, preservando as alteragbes genéticas e

caracteristicas do tumor original o que possitilita avancar na descoberta de



novos alvos terapéuticos. Um diagndstico correto e uma classificacao
histologica adequada resultam em um tratamento mais eficaz e um prognéstico
melhorado. 1923

Nesse contexto, a criacdo e analise de linhagens celulares, esferoides e
xenoenxertos fornece uma plataforma robusta para estudos comportamentais
e moleculares. Esses modelos permitem entender as alteracdes genéticas e
desenvolver estratégias terapéuticas, contribuindo para o avanco do
conhecimento e tratamento dos tumores das glandulas salivares. °10:24-26

Assim, o objetivo deste trabalho é estabelecer e caracterizar linhagens
celulares, esferoides e modelos de xenoenxertos de adenoma pleomorfico,
carcinoma mucoepidermoide e carcinoma adenoide cistico e, desta forma,
esperamos contribuir para a melhoria do progndéstico e a qualidade de vida dos
pacientes afetados por esses tipos raros e complexos de cancer de glandulas

salivares.

1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Glandulas salivares

As glandulas salivares sao 6rgaos pertencentes ao complexo orofacial,
compostas por um conjunto de glandulas exdcrinas especializadas na producao
e secrecdo de saliva.?’-? A saliva protege a cavidade oral e os dentes, além de
facilitar a degluticdo. 2”28 As glandulas salivares séo classificadas em glandulas
maiores (glandulas parotida, sublingual e submandibular) e as glandulas
menores distribuidas pela cavidade oral. As glandulas sdo envoltas pelo
estroma e formadas por um sistema de ductos e acinos. As células acinares
produzem a saliva, os ductos preparam a saliva e as células mioepiteliais

presentes dentro da membrana basal, facilitam a secrecédo da saliva.?’

hY

Diversos fatores, como a exposicdo a radiagdao, uso prolongado de
produtos quimicos (como cigarro e élcool), doencas autoimunes (Sindrome de

Sjogren), infecc¢des virais (como Epstein-Barr) e cancer, podem comprometer a



funcdo salivar, impactando negativamente a fala, o paladar e a funcao
alimentar.42%30 Em relacéo ao cancer das glandulas salivares, embora néo haja
fatores de risco especificos tdo bem definidos quanto para outros tipos de
cancer, a exposicdo prolongada a certos agentes quimicos e a radiacdo €
conhecida por aumentar o risco dessas neoplasias.?® O carcinoma
mucoepidermoide (CME) € a malignidade mais comum das glandulas salivares
associada a exposicao a radiacao. Por outro lado, o carcinoma de células
escamosas esta relacionado ao consumo de tabaco e alcool. Condi¢des
autoimunes, como a sindrome de Sjogren, podem predispor um individuo a

desenvolver malignidades nas glandulas salivares, como linfoma.3!

1.2.2 Tumores de glandulas salivares

Os tumores de glandulas salivares, sendo pouco frequentes,
representam apenas 3 a 6% dos tumores de cabeca e pescogo.33232 A
incidéncia varia de 0.4 a 13.5 casos por 100.000 habitantes, dependendo do
sexo e daidade.®3? Esses tumores sdo extremamente heterogéneos em termos
de histologia, comportamento e origem.®> A glandula parétida é a mais
comumente afetada, seguida pelas glandulas submandibulares e glandulas
menores do palato.®>#3* Os tumores mais prevalentes incluem o adenoma
pleomérfico (AP), o carcinoma mucoepidermoide (CME) e o carcinoma
adenoide cistico (CAC). 273

Tumores benignos representam 70% de todos os tumores de glandula
salivar, geralmente formando uma massa nodular encapsulada, geralmente
indolor. Dorméncia e perda da funcdo motora sdo sintomas associados a
tumores mais agressivos, sendo a dor observada mais raramente e associada
a transformacdo maligna. Além disso, a presenca de capsula incompleta ou
ausente dificulta a diferenciacdo entre tumores benignos e malignos,
aumentando o risco de recorréncia e potencial transformacdo maligna
destacando a importancia de um monitoramento rigoroso e continuo. 3323637

A incidéncia anual estimada dos tumores malignos de glandula salivar é

de 1 caso por 100,000 habitantes, representando cerca de 21-46% dos casos.



Os tumores malignos sao geralmente de alto grau, sintomaticos, alta taxa de
proliferacdo e capacidade metastatica. O comportamento metastéatico afeta o
nervo facial, além de atingir os linfonodos cervicais, pulmdes, figado e 0ssos.
Usualmente a abordagem terapéutica requer ressecc¢ao cirlrgica e em alguns
casos, a radioterapia também é utilizada.?”-38-4° A radioterapia é recomendada
nos casos de estagio avancado do tumor, tumores de alto grau, invasao
perineural ou linfovascular, margens de ressecc¢do préximas ou positivas,
extensdo extra-parotidea ou envolvimento de linfonodos. Esses fatores indicam
a necessidade de uma abordagem mais agressiva para o tratamento, visando
controlar a progressdo da doenca e melhorar o prognéstico do paciente.?® A
taxa de sobrevivéncia de pacientes é de 71% em 5 anos, dependendo do tipo
de tumor, local de origem, agressividade e estadio. A migracao para tecidos
adjacentes, regido perineural e nervo aumenta a porcentagem de falha no
tratamento.?’ No entanto, casos de tumores irressecaveis sdo frequentemente
considerados incuraveis, e a quimioterapia, embora utilizada, demonstra

eficacia varidvel com resultados contraditorios.38:40

O adenoma pleomorfico € a neoplasia mais comum, representando 70%
dos crescimentos anormais das glandulas salivares, com predilecdo nas
glandulas paroétidas.’*4! Esse tumor tem histologia de células bifasicas,
composta por células epiteliais e mioepioteliais dispersas em uma matriz com
diferenciacdo variada.*? A translocacdo do gene do adenoma pleomoérfico 1
(PLAGL1) é especifica desse tumor, representando 60 a 80% dos casos, além
outros genes como grupo AT-Hook 2 de alta mobilidade (HGMA2) (10 a 30%) e de
outros marcadores imunohistoquimicos como citoceratina 7 (CK7), p63 e
vimentina que auxiliam no diagnéstico destes tumores.!>1843-45 Além disso, a
abordagem terapéutica inclui a exciséo cirdrgica e o monitoramento de longo
prazo para deteccdo precoce de recorréncia e possiveis transformacdes
malignas, como o carcinoma ex-adenoma pleomoérfico (CA-ex-AP).46:47

O carcinoma mucoepidermoide representa cerca de 15% de tumores de
glandulas salivares e ocorre predominantemente nas glandulas parotidas,
formado por células mucosas, células intermediarias e células epidermoides.
Para a determinacdo do grau histolégico sdo consideradas caracteristicas

como a arquitetura cistica, taxa de mitose, invasdo perineural, necrose e grau



de atipia citolégica.?® Nos tumores de baixo grau, predominam as células
mucosas e as lesfes sdo mais cisticas. Nos tumores de alto grau, as células
epidermoides predominam e as lesdes tendem a ser mais soélidas. Também
podem ser observadas lesf6es necrdticas e invasao do tecido neural e dsseo
adjacente. 129 Proteinas de fusdo derivadas de rearranjo cromossémico
constituem um importante fator de diagndstico e prognostico como
CRTC1,3::MAML2 (Coativador Transcricional Regulador de CREB 1,3-
Mastermind como coativador transcricional 2) (30 a 40%% dos casos), além
dos marcadores imunohistoquimicos como o Ki-67 na avaliagéo da proliferacéo
celular e importantes vias de sinalizacdo como Receptor do Fator de
Crescimento Epidérmico (EGFR) e o Fosfoinositideo 3-quinase/Proteina
Quinase B (PI3K/AKT) na progressao tumoral.®4348 A abordagem terapéutica
inclui cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Porém, a eficacia é relativa em
diferentes estagios da doenca e do grau histologico. Tumores de grau
histoldgico intermediario ainda apresentam um prognaostico incerto, o que torna
desafiador definir se a abordagem terapéutica deve ser mais agressiva, como
nos casos de alto grau, ou menos intensa, como nos tumores de baixo grau.?%49

O carcinoma adenoide cistico representa 10% de tumores de glandula
salivar, com uma incidéncia anual de 3-4.5 casos por 100,000 habitantes.%>!
Histopatologicamente, o carcinoma adenoide cistico (CAC) é caracterizado
pela proliferacdo de células ductais e mioepiteliais em padrbes tubulares,
cribriformes ou sélidos. Além disso, o CAC é conhecido por sua invasao
perineural e envolvimento do nervo facial, resultando em dor e paralisia, com
alta incidéncia de recorréncias locais e metastases a distancia.?? Os
tratamentos recomendados incluem exciséo cirlrgica e radioterapia.>? Apesar
dessas opcbes de tratamento, os tumores recidivados sdo frequentemente
incuraveis. Alteracdes moleculares, como a translocacéo resultante da fusédo
do gene MYB::NFIB (70% dos casos) ou mutacfes na via Notch (10 a 20%) e
em adicdo a morfologia das células luminais e abluminais dispostas em tabulos,
sao fatores auxiliares no diagnostico. A importancia do c-Kit/CD117 (cluster de
diferenciacdo 117) na diferenciacédo e agressividade tumoral também contribui
para a compreensdo desses tumores. 1135355 Assim, a complexidade desses
tumores e a falta de terapias eficazes reforcam a necessidade de pesquisas

adicionais e o0 desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas



personalizadas. A utilizacdo de modelos experimentais é crucial para melhorar

0 prognéstico e a qualidade de vida dos pacientes afetados.

1.2.3 Modelos experimentais

Os tumores de glandulas salivares sao reconhecidos por sua histologia
heterogénea, marcada por variacbes na expressao génica e nas vias
moleculares envolvidas. Essa complexidade dificulta a padronizacdo de
modelos clinicos eficazes, tornando o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas personalizadas um desafio.3

A abordagem terapéutica inicial geralmente envolve resseccao cirurgica
seguida de radioterapia, sendo esta Ultima essencial para casos de alto
risco.®®5” No entanto, para casos metastaticos, a eficacia da quimioterapia é
limitada, evidenciando a necessidade urgente de novas estratégias
terapéuticas baseadas em modelos experimentais mais precisos e
representativos.2® Devido a raridade desses tumores e consequente escassez
de dados clinicos, torna-se desafiadora a avaliagdo de novas abordagens
terapéuticas.>8 Para superar essas limitacées, os modelos de Patient-Derived
Xenografts (PDX) tém se destacado. Esses modelos consistem na implantacao
de fragmentos tumorais humanos em camundongos imunodeficientes,
permitindo que o tumor mantenha suas caracteristicas histolégicas e genéticas
originais.'%?4 Além dos PDXs, as culturas celulares primarias provenientes de
tumores de glandulas salivares tém sido uma ferramenta crucial. Estas culturas
permitem estudar o comportamento das células tumorais in vitro, analisar
mutacdes genéticas e avaliar a resposta a diferentes agentes terapéuticos em
um ambiente controlado (Figura 1).5°9

O desenvolvimento de modelos experimentais, aliado aos avancos
moleculares, proporciona uma base soélida para o desenvolvimento futuro de
terapias direcionadas. Esse progresso tem o potencial de, futuramente,
melhorar a qualidade de vida dos pacientes, ao possibilitar a identificacao e
validacdo de drogas-alvo especificas para o tratamento de tumores das

glandulas salivares. °
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Figura 1 - Representagéo esquematica do desenvolvimento de modelos in vivo
e in vitro de tumores de glandulas salivares. A partir de fragmentos de tumores

coletados no momento cirdrgico € possivel o estabelecimento de modelos

experimentais de cultura primaria e PDX (Patient-Derived Xenografts).
1.2.4 Cultura celular priméria 2D e 3D

Os testes em cultura de células in vitro representam uma ferramenta
essencial para o estudo da mutagénese e carcinogénese, oferecendo
vantagens significativas como facilidade, rapidez, seguranca e boa correlacao
com resultados de estudos in vivo.60:6

No contexto dos tumores das glandulas salivares, onde linhagens
celulares comerciais ndo estdo disponiveis, diversas pesquisas tém se
dedicado ao estabelecimento de linhagens celulares a partir de espécimes
cirargicos frescos para entender o comportamento tumoral e viabilizar estudos
iniciais para futuras terapias. Por exemplo, Lee et al. 8 Warner et al. ¢ e Zhang
et al. 7 contribuiram significativamente para o desenvolvimento de linhagens
celulares especificas de tumores de glandula salivar como carcinoma
mucoepidermoide e carcinoma adenoide cistico. Estudos como os de Lourenco
et al.%3%4 focaram particularmente no carcinoma adendide cistico, explorando

caracteristicas morfolégicas, marcadores imunofenotipicos e o comportamento



tumoral em cultura primaria. Recentemente, Takada et al. ® também utilizaram
métodos de cultura celular para investigar o carcinoma adenoide cistico,
permitindo analises detalhadas da ultraestrutura tumoral, expressao de
marcadores de pluripoténcia e resposta a drogas antitumorais in vitro.

Os modelos in vitro variam em complexidade, desde modelos
bidimensionais (2D) até tridimensionais (3D). Os componentes 3D sao
estratificados e mimetizam os compartimentos das glandulas salivares,
funcionando como materiais de enxerto adequados, uma vez que a morfologia,
fisiologia e fisiopatologia recapitulem a arquitetura e assinatura genética in vivo.
Além disso, a avaliacdo funcional pode ser melhor investigada em modelos de
cultura 3D%55¢ Atualmente, extensas pesquisas estdo sendo realizadas sobre
modelos para aplicagdes clinicas, a fim de permitir o desenvolvimento de
abordagens de medicina personalizada. Organoides orais, por exemplo, tém
sido explorados como uma estratégia para restaurar e manter a secrecao
salivar normal, ajudando a preservar a homeostase oral funcional. 66 Os
organoides de glandulas salivares possuem estruturas semelhantes a acinos e
ductos, oferecendo uma solucéo inovadora para a xerostomia, que é a causa
de varias morbidades, além da capacidade de restaurar a funcéo das glandulas
danificadas por radiac&o.%6-70

Os organoides geralmente séo cultivados em Matrigel ou equivalentes,
gue exibem uma composicdo semelhante ao tecido e diferenciacdo celular,
mimetizando o ambiente extracelular. No entanto, o Matrigel é produzido a
partir da purificacdo de extratos da matriz extracelular do tumor Engelbreth—
Holm—-Swarm (EHS) de camundongos o que traz algumas desvantagens, como
0 custo elevado e a menor capacidade de personalizacéo. Além disso, por ser
derivado de fontes animais, pode apresentar variacdo entre lotes, o que pode
influenciar a reprodutibilidade dos experimentos ¢ Hidrogéis, por sua vez, sdo
materiais a base de agua que oferecem uma série de vantagens nos modelos
de organoides, incluindo maior controle sobre as propriedades fisicas e
guimicas, personalizacéo para culturas celulares especificas, fornecimento de
sinais bioquimicos e biomecéanicos especificos as células, menor risco de
contaminacdo por patégenos e biocompatibilidade.®”-’° Exemplos de
biomoléculas que formam os polimeros sollveis em agua usados para a

producdo de hidrogéis incluem a quitosana, colageno, &cido hialurdnico e



fibronectina. Essas biomoléculas podem ser modificadas para se adequar
melhor aos requisitos especificos de cultivo celular. 87-7°

Poucos modelos de esferoides e organoides de carcinoma adenodide
cistico (CAC) foram estabelecidos, utilizando Matrigel ou Cultrex.’*-"> Portanto,
0 estabelecimento e a utilizacdo de modelos de cultura priméaria e esferoides
de células tumorais das glandulas salivares neste estudo, permitira avancar na
compreensao do comportamento celular desses tumores, na identificacéo de
potenciais alvos terapéuticos e na avaliacgdo de novas estratégias de

tratamento.

1.2.5 Xenoenxertos derivados de pacientes - PDX

A utilizacdo do modelo de Patient-Derived Xenografts (PDX) representa
um avanco significativo na pesquisa translacional dos tumores de glandulas
salivares. Este modelo envolve a implantacdo de fragmentos tumorais
derivados de pacientes em camundongos imunodeficientes, permitindo que os
tumores crescam e se desenvolvam preservando as caracteristicas genéticas
e fenotipicas dos tumores originais’®’’” Hoge et al.”® demonstraram que o
genoma dos modelos PDX preserva 90% das caracteristicas genéticas dos
tumores originais, o que fortalece sua relevancia na pesquisa translacional.
Além disso, a criacdo de novas linhagens de camundongos imunodeficientes,
como NOD Scid Gamma (NSG) por Shultz et al.”, tem contribuido para
melhorar a fidelidade e aplicabilidade desses modelos.

Contudo, os modelos PDX apresentam algumas desvantagens
significativas que devem ser consideradas, como uma grande variabilidade em
termos de sucesso de crescimento (entre 30-50%) e tempo, podendo levar até
12 meses para se desenvolver.8% Por exemplo, Keysar et al.8! realizaram
enxertia de carcinoma de células acinares em camundongos e identificaram
alteracbes gendbmicas e de expressdo génica associadas com recorréncias

tardias e metastases. Além disso, Pearson et al. 8 observaram mudancas



epigenéticas em carcinoma de células epidermoides e carcinoma adenoide
cistico nos modelos PDX, especialmente quando ocorre a substituicdo por
estroma murino. Com o aumento do nimero de passagens e do tempo, também
foi notado um aumento no pleomorfismo nuclear e altera¢des histopatolégicas,
além de uma diminuicdo no numero de células imunolégicas e tecido do
estroma por passagem, permitindo que o tumor cres¢ca mais rapidamente e
apresente um padrdo mais agressivo nas amostras.

Apesar dessas limitagdes, os modelos PDX continuam sendo uma
ferramenta crucial para estudar a biologia tumoral, identificar biomarcadores
relevantes e avaliar a eficicia de novas terapias para carcinomas de glandulas
salivares. 768485 Esses modelos proporcionam um ambiente experimental que
reflete as caracteristicas dos tumores humanos, oferecendo oportunidades de
estudo que podem ser traduzidos para o desenvolvimento de tratamentos mais

eficazes e personalizados para pacientes com esses tipos de cancer-!
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2 JUSTIFICATIVA

Os tumores de glandula salivar, como o carcinoma mucoepidermoide,
carcinoma adenoide cistico e adenoma pleomérfico, representam uma pequena
fracdo dos tumores de cabeca e pescoco, porém sdo complexos devido a sua
grande heterogeneidade, manifestando uma ampla gama de lesdes distintas.
Isso confere um desafio significativo tanto no diagndstico quanto no
desenvolvimento de tratamentos eficazes para essas neoplasias.

A abordagem priméria para o tratamento dessas neoplasias € a cirurgia,
frequentemente seguida por radioterapia em casos de alto risco. Contudo, 0
papel da quimioterapia ainda é controverso, devido a limitacdo de opcdes
eficazes para tumores irressecaveis. Num contexto ideal, as terapias
personalizadas e as terapias-alvo apresentam oportunidades terapéuticas
promissoras, ressaltando a importancia crucial de identificar alteracbes
moleculares especificas e compreender 0 seu papel na progressao tumoral.

Para avancar nessa area, € essencial o desenvolvimento de modelos
pré-clinicos robustos, como xenoenxertos, culturas primarias e esferoides.
Esses modelos replicam com maior precisdo as caracteristicas dos tumores
humanos, possibilitando um estudo detalhado de suas propriedades biolégicas
e respostas terapéuticas. Além de proporcionar um ambiente controlado
para investigar perfis de expressao génica, estes modelos tém potencial para
gerar amostras suficientes para partilha entre investigadores e pesquisadores,

acelerando o progresso na compreenséo e tratamento desses tumores.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivos gerais

O estabelecimento e caracterizagdo de modelos in vitro e in vivo derivados de

tumores de glandula salivar

3.20bjetivos especificos

3.2.1 Estabelecimento de -culturas primarias derivados de tumores de
glandula salivar (adenoma pleomorfico, carcinoma mucoepidermoide e

carcinoma adenoide cistico)

3.2.2 Caracterizacao das culturas primarias por imunocitoquimica

3.2.3 Caracterizacdo das culturas com relacdo ao comportamento biolégico

(taxas de proliferacédo, capacidade de invasdo, migracao celular)

3.2.4 Estabelecimento de xenoenxertos derivados de tumores de glandula
salivar (adenoma pleomorfico, carcinoma mucoepidermoide e carcinoma
adenoide cistico)

3.2.5 Caracterizacdo dos xenoenxertos por imunoistoquimica

3.2.6 Estabelecimento de esferoides derivados de carcinoma adenoide cistico

em modelos de supensao, hidrogel e matrigel

3.2.7 Caraterizacdo e comparacdo dos modelos de esferoides (supenséo,

hidrogel e matrigel) com relacdo a quantidade e tamanho
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Os pacientes com tumores de glandula salivares dos subtipos
histolégicos mais frequentes, com cirurgia programada no A.C.Camargo
Cancer Center, foram convidados a participar do estudo ap6s a leitura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foram incluidos pacientes que
assinaram o TCLE e que ndo tenham se submetido a terapias prévias
(quimioterapia ou radioterapia). Foram incluidos 13 pacientes (5 de adenoma
pleomorfico, 5 de carcinoma mucoepidermoide e 3 de carcinoma adenoide
cistico).

Apoés o procedimento cirdrgico, fragmentos do tumor foram separados
por um patologista e acondicionados em tubos com meio de cultura Meio de
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco #41965-839). Esses
fragmentos foram utilizados para as analises in vitro e in vivo descritas
posteriormente (Figura 2).

Dados demograficos, clinicos e patolégicos de cada caso foram
coletados dos prontuarios arquivados no SAME do A.C.Camargo Cancer
Center. A realizacédo deste estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Instituicdo (protocolo nimero 2624/18).

Fonte: Autoria prépria
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Figura 2 - Estabelecimento e caracterizagdo dos modelos de tumores de
glandula salivar através do desenvolvimento de culturas primarias e
xenoenxertos. Os fragmentos coletados no momento cirdrgico sao
acondicionados em meio de cultura, dissociados mecanicamente e utilizados
para a cultura de células e implante nos camundongos. Para caracterizacédo
dos modelos in vitro (cultura de célula) sdo realizados ensaios de
imunocitoquimica e de comportamento bioldgico (proliferacéo, capacidade de
invasdo e migracao celular) e para a caracterizagdo dos modelos in vivo
(transplantado para camundongos imunodeficientes) s&o realizados ensaios de

imunohistoquimica.

4.2 Desenvolvimento dos xenoenxertos

Foram utilizados camundongos imunodeficientes NOD Scid Gamma -
NSG (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA) com idade média entre 6 e
12 semanas para os experimentos de PDX (Patient derived xenograft). Estes
animais sao criados e fornecidos pelo Biotério do A.C.Camargo Cancer Center.
Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (“Plataforma de estudo de tumores raros e menos comuns
baseados em xenoenxertos derivados de pacientes — CEUA 082/18”).
Fragmentos do tumor (medindo entre 1 e 3 mm) obtidos dos pacientes no
momento cirargico foram implantados subcutaneamente no dorso dos
camundongos NSG através de uma canula, apds anestesia com injecao
intraperitoneal de Cetamina (Ketamin-S,Cristalia) e Xilazina (Ronpun, Bayer)
na concentracdo de 100 mg/kg e 10mg/kg, respectivamente. Um a cinco
fragmentos tumorais foram implantados em trés animais com auxilio de uma
agulha Cancer Implant Needle 11G (Cadence Science). Os animais foram
monitorados periodicamente para a observacdo do crescimento tumoral.
Quando foi observado crescimento tumoral com tamanho aproximado de 1 cm?,
os camundongos foram eutanasiados por aprofundamento de anestesia, o
tumor removido, e implantado em novos animais para realizagdo das trés

passagens. Parte do material foi criopreservada por vitrificacdo, um método de
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congelamento ultrarrapido que impede a formacdo de cristais de gelo,
preservando melhor a estrutura celular e a viabilidade do tecido.
Posteriormente, o material foi processado e submetido a avaliagéo histoldgica.
O procedimento experimental pode ser observado na Figura 3.

Todos os animais foram mantidos no Biotério da Instituicdo, distribuidos
em gaiolas com sistema de fecho com filtro (5 animais por gaiola, no maximo),
e recebendo 4gua e racdo ad libitum durante todo o processo experimental.

-

Fonte: Autoria prépria
Figura 3 - Representacdo esquematica do procedimento do implante tumoral

em camundongos. A) Anestesia dos animais; B) Colocacdo dos fragmentos
tumorais na canula; C) Implante dos fragmentos no camundongo; D) Crescimento
tumoral na regido dorsal do camundongo; E) Remocéo cirargica do tumor; F)

Medicao do fragmento retirado do camundongo.

4.2.1 Caracterizagdo dos modelos PDX

Para a caracterizagdo do modelo PDX, foram realizados ensaios
imunoistoquimicos. Resumidamente, os tecidos parafinados dos tumores

cultivados nos animais foram seccionados, desparafinizados, reidratados e



submetidos a recuperagdo antigénica. As sec¢fes sdo incubadas em peroxido
de hidrogénio aquoso a 3% por 15 min para extinguir a atividade da peroxidase
endogena, e com a solugéo Protein Block por 20 min em temperatura ambiente
para eliminar a ligacdo inespecifica de reagentes, seguido por 1 hora de
incubacdo com os anticorpos especificos de acordo com o tipo histolégico do
tumor. O painel de anticorpos utilizado para a caracterizacdo do xenoenxerto
esta descrito na Tabela 1.

O complexo antigeno-anticorpo é visualizado por meio do sistema de
deteccdo Novolink (Leica). A revelacao é feita utilizando-se como substrato
cromégeno 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) e a contra-coloracdo utilizando-se a
hematoxilina. Os cortes sdo entdo desidratados e montados com uma laminula

de vidro e meio de montagem a base de xileno.

4.3 Culturas priméarias

Para o estabelecimento das culturas primarias, as amostras de tecido
tumoral, obtidas dos pacientes no momento cirdrgico, foram dissociadas
mecanicamente com o auxilio de um bisturi. O material € plaqueado em placas
de 100mm. As células foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina e 1%
de solucao de antibioticos/antimicotico (penicilina 10,000 U/mL, estreptomicina
10,000 pg/mL, e 25 pg/mL de anfotericina B), e incubados em estufa Umida a
37° C e 5% de CO..

4.3.1 Caracterizacao das culturas

4.3.1.1 Imunocitoquimica

Para a caracterizagdo das culturas foram realizados ensaios de

imunocitoguimica. Resumidamente, 1x10* células foram cultivadas em placas
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de 6 pocos com laminula de vidro por 48 horas. As células foram entéo fixadas
em solucéo de paraformaldeido 4% por 4 minutos. A seguir as células foram
permeabilizadas em solucdo de Triton X100 1% por 5 minutos, seguida por
incubacgédo por 1 hora com o anticorpo especifico. O titulo dos anticorpos, seus
clones e fornecedor estéo descritos na Tabela 1.

O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de
deteccdo Novolink (Leica). A revelacédo foi feita utilizando-se como substrato
cromogeno 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) e a contra-coloracao utilizando-se a
hematoxilina. As laminulas foram posteriormente retiradas da placa de 6 pogos

e montadas em lamina contendo meio de montagem aquoso.

Tabela 1 - Lista dos anticorpos utilizados para a caracterizacdo dos modelos

em tumores de glandula salivar: soro primario, clone, fornecedor e titulo.

Soro

orimério Clone Fonte Titulo  Marcacédo Tipo celular
p63 NCL-p63 Leica 1:80 Nucleo Células basais
Pronto . .
Cell . Células basais e
CK14 SP53 marque para Citoplasma epiteliais
uso
Pronto
Ki-67 MIB-1 Dako para Ndcleo Células em divisdo
uso
Pronto

Pan-Keratin ~ AE1/AE3/PCK26 Roche para Citoplasma Células epiteliais
uso

Pronto .
. . . Células
Vimentina V9 Roche para Citoplasma mesenquimais
uso
Pronto . TR
. Células mioepiteliais
AML 1A4 Roche para  Citoplasma ou musculares lisas
uso
Pronto
Citoqueratina AE1/AE3 Dako para Citoplasma Células epiteliais

uso
Pronto Membrana

c-Kit EP10 Roche para e Células-tronco
uso citoplasma

Fonte: Autoria propria



4.3.1.2 Ensaio de viabilidade celular

As células (3 x 10%) foram plagueadas em placas de seis pocos e as
analises realizadas em 24, 48, 72 e 96 horas. Ap0s o periodo de incubacao, o
meio foi retirado, as células lavadas com Phosphate Buffered Saline (PBS),
tripsinizadas e coradas com 100 pl de Trypan Blue para a contagem em camara

de Neubauer. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.3.1.3 Ensaio de migracéao celular

As células foram plagueadas em placas de 12 pogos (1 x 10 células por
poco) e cultivadas até atingirem a confluéncia total, sendo mantidas em meio
sem soro. Com auxilio de uma ponteira estéril de 200pL, foi realizado um risco
no centro da laminula para retirar as células e criar um espaco que sera
ocupado pelas células migratérias. A migracao celular foi avaliada nos tempos
de 0, 24, 48h quando as células sao fotografadas. O calculo da area migrada
foi realizado com auxilio software ImageJ. As porcentagens da cicatrizacao
foram calculadas com base na area da ferida com relacdo ao periodo 0. Os

ensaios foram realizados em triplicatas.

4314 Ensaio de invasao celular

Foi utilizado o sistema de camara Transwell, em que as membranas com
poros de 8um séo revestidas com uma solucdo composta por meio de cultura
e Matrigel na concentracdo de 300 pg/mL, em uma placa de 24 pocos, onde
um pogo apresentava soro e outro sem soro na parte inferior. Apos a
solidificacdo do Matrigel, as células foram plaqueadas (1 x 10° células por poco)
e, apés um periodo de incubacédo de 24 horas a 37°C em uma atmosfera Umida
contendo 5% de CO2, as células ndo invasoras da camara superior foram

removidas, enquanto as células que atravessaram a membrana foram lavadas
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com PBS, fixadas com metanol absoluto e coradas com Hematoxilina de Harris.
As membranas secas ao ar e colocadas em lamina de microscopia foram

fotografadas. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.4 Desenvolvimento de esferoides

Para as células de carcinoma adenoide cistico foram desenvolvidos
modelos de cultura em esferoides (hidrogel, matrigel e suspenséo) (Figura 4).
Essa etapa do projeto foi desenvolvida no ambito do Programa de Doutorado
Sanduiche da CAPES sob a supervisdo da Dra Christine Delporte no
laboratorio de Bioquimica Fisiopatologica e Nutricional (LBFN) da Universidade
Livre de Bruxelas.

Para a cultura de esferoides em suspensdo, as células de carcinoma
adenoide cistico foram semeadas em DMEM a uma densidade de 1 x 10°
células/cm? em placas de adesé&o ultrabaixa de 6 pocos (Corning, #3471) e
incubadas em estufa de cultura celular com 5% de CO, a 37°C. Apos 2 e 4 dias
de incubacédo, o numero de esferoides foi contado em microscopio Optico
invertido com aumento de 20X, equipado com camera conectada a um
computador com o software Motic Plus para captura de imagens.

Para a cultura de esferoides em géis, as células foram semeadas em
DMEM a uma densidade de 1 x 10° células/cm? em placas de 12 pogos (VWR,
#734-2324), misturadas com 50 pL de Matrigel (ndo revestido) (Corning,
Cat#354234) ou hidrogel de HA-Tyr-SF (feito com 2,5% (p/v) de acido
hialurénico conjugado com tiramina (HA-Tyr) e 4% (p/v) de solucao de fibroina
de seda (SF), preparada em agua deionizada e misturada na proporcédo de
volume 1:1, conforme descrito por Ziadlou et al., 2021. As células foram
incubadas em estufa de cultura celular com 5% de CO, a 37°C por 4 dias. Os
géis foram destacados e lavados trés vezes com PBS frio 10 mM, por
centrifugacéo e ressuspenséo a 500 g por 8 minutos a 4°C. O pellet resultante
foi ressuspenso em PBS 10 mM, e 100 pL dos esferoides foram transferidos
para placas de 96 pocgos (VWR, #734-2327) para contagem da mesma forma
gue a suspensédo. Detalhamento das etapas metodoldgicas do projeto pode ser

visualizado na Figura 4.
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O tamanho dos organoides foi determinado medindo suas areas com base
na circunferéncia dos organoides, obtidas a partir da andlise de 4 imagens por

condicao, utilizando o software ImageJ.
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Fonte: Autoria prépria
Figura 4 — Esquema representativo do desenvolvimento e caracterizacao de

modelos esferoides em carcinoma adenoide cistico. Os modelos desenvolvidos
em suspensao, hidrogel e matrigel sdo caracterizados por imunofluorescéncia

e sequenciamento de RNA.



45 Andlise estatistica

Os dados foram representados como média * erro padrao da média (E.P.M)
de 3 experimentos independentes. A andlise estatistica foi iniciada com o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram avaliados
utilizando ANOVA unidirecional paramétrica ou ndo paramétrica ou teste de
Friedman, conforme apropriado. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todas as andlises estatisticas foram realizadas
no software GraphPad Prism (versao 10.1.1).
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5 RESULTADOS

5.1Casuistica

Os pacientes foram prospectados com o auxilio da equipe de
Enfermeiras de Pesquisa através de busca ativa de agendamentos do
ambulatério do Departamento de Cabeca e Pescoco. De novembro de 2019 a
setembro de 2024 foram prospectados um total de 62 pacientes. Desses 62
casos, houve a exclusdo de casos em que o paciente s6 fez a puncao na nossa
instituicdo, puncgdo com resultado normal ou outros tumores de glandula salivar
e tumores pequenos (ndo sendo possivel a coleta de fragmento para o estudo).
Dessa forma, um total de 18 pacientes foram incluidos no estudo: nove
pacientes com adenoma pleomorfico, cinco pacientes com carcinoma
mucoepidermoide e quatro pacientes com carcinoma adenoide cistico.

Dos nove adenomas inicialmente identificados, trés foram excluidos
apos o laudo anatomopatolégico final revelar outro tipo de tumor glandular. Em
cinco dos seis casos foi possivel coletar e implantar fragmentos tumorais nos
camundongos e um foi criopreservado. Em trés desses casos, ndo houve
crescimento tumoral nos animais, resultando na eutanasia destes. Em outro
caso, o fragmento tumoral era muito pequeno, sendo implantado em apenas
um camundongo que ndo sobreviveu ao procedimento cirdrgico. Em um Unico
caso, houve crescimento tumoral significativo, o que permitiu a realizacdo de
ensaios para caracterizacdo do modelo de xenotransplante (PDX) e cultivo
celular, além de sequenciamento para analise das alteracbes genéticas
(detalhadas posteriormente). Duas culturas celulares foram estabelecidas,
denominadas de AP1 e AP2.

Dos cinco casos de carcinoma mucoepidermoide, trés ndo apresentaram
crescimento tumoral nos camundongos. Duas dessas trés amostras foram
cultivadas in vitro, mas, ao longo das passagens, houve crescimento
predominante de fibroblastos na cultura. As outras duas amostras foram
implantadas nos camundongos que estdo sendo acompanhados.

Dos quatro casos de carcinoma adenoide cistico inicialmente
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identificados, um foi excluido apés o laudo anatomopatolégico final revelar
outro tipo de tumor glandular. Nos outros trés casos, ndo se observou
crescimento tumoral nos camundongos ao longo de um ano, resultando na
eutanasia dos animais. Contudo, todas as amostras foram cultivadas in vitro
sendo denominadas ACC1, ACC2 e ACC3.

Dentre os pacientes incluidos no estudo, predominou o tumor na
glandula parotida, com margens livres e auséncia de envolvimento dos
linfonodos. O sexo feminino foi mais frequentemente afetado, com idade
variando de 29 a 73 anos. Invasao perineural foi observada apenas nas
amostras de carcinoma adenoide cistico, 0 que é caracteristico desses
tumores. O grau histolégico predominante nos carcinomas mucoepidermoides,
foi o grau intermediario (conforme mostrado na Tabela 2). Detalhes adicionais
sobre as amostras implantadas nos camundongos estao disponiveis na Tabela
3.

Além dos aspectos clinicos e experimentais, foi estabelecido um banco
de dados na plataforma RedCap para armazenamento e analise das variaveis
relevantes, incluindo tipo de tumor, género, raca, idade ao diagndstico, grau
histoldgico, localizacdo do tumor, embolizacdo vascular, invasao perineural,
comprometimento dos linfonodos, recidiva, data e natureza da recidiva,
metastase, data e localizacdo das metastases, estado atual do paciente, tipo

de tratamento, data da cirurgia e ultima atualizacdo disponivel.

23



Tabela 2 - Caracteristicas demograficas, clinicas e patolégicas dos pacientes

com tumores de glandula salivar.

Carcinoma ,
Caracteristicas Categoria Aden9m_a adenoide Carc_moma .
pleomoérfico - mucoepidermoide
cistico
Idade (em anos) <=40 01 01 03
> 40 05 02 02
Género Feminino 05 01 03
Masculino 01 02 02
Parotida 06 02 00
Local do tumor Submandibular 00 01 00
Glandulas
00 00 05
menores
Embolia vascular Sim 00 00 01
Nao 06 03 04
Invasé&o perineural Sim 00 03 01
Nao 06 00 04
Linfonodo Sim 00 00 01
comprometido
Nao 06 03 04
Baixo 00 00 02
Grau histolégico Intermediéario 00 00 03
Alto 00 00 00
Metéstase Sim 00 01 00
Nao 06 02 05
Recidiva Sim 00 00 00
Nao 06 03 05

Fonte: Autoria prépria



Tabela 3 - Descricdo dos tumores implantados nos camundongos e processados

para cultivo primario.

Data do . Tempo para
. . Crescimento Cultura
Amostra Tumor original implante no o]
tumoral . celular
camundongo crescimento
AP1 Adenoma 13/12/2019 Néo . sim (P6)
pleomorfico
AP2 Adenoma 10/12/2019 Sim 7 meses sim (P3)
pleomorfico
AP6 Adenoma 29/10/2021 N&o : Sim*
pleomorfico
Adenoma x "
AP8 pleomérfico 04/11/2021 Nao - Sim
AP9 Adenoma 04/11/2021 Obito : Sim*
pleomorfico
ACC1 Carcinoma 09/02/2022 N&o - Sim (P5)
adenoide cistico
ACC2 Carcinoma 18/08/2022 N&o - Sim (P6)
adenoide cistico
ACC3 Carcinoma 27/09/2022 N&o - Sim (P11)
adenoide cistico
MEC1 Carcinoma 02/10/2020 N&o - Sim
mucoepidermoide
MEC2 Carcinoma 08/02/2023 N&o - Sim
mucoepidermoide
MEC3 Carcinoma 19/05/2023 N&o - Sim*
mucoepidermoide
MEC4 Carcinoma 11/04/2024 Acompanhamento - Sim*
mucoepidermoide (9 meses)
MEC5 Carcinoma 05/04/2024 Acompanhamento - Sim*
mucoepidermoide (9 meses)

Fonte: Autoria prépria
Legenda: P: Passagem; *Vitrificado.

52 Xenoenxertos

Dos fragmentos humanos tumorais dos 5 casos de adenoma
pleomérfico implantados nos camundongos imunodeficientes, apenas um
caso de adenoma pleomérfico (AP2), representando uma taxa de 20% de
sucesso, desenvolveu um modelo PDX. O exame histopatolégico do tumor
original confirmou o diagndstico de adenoma pleomérfico, evidenciando uma
lesdo bem delimitada na parotida direita, medindo 2,5 x 2,5 cm, composta por
uma mistura de componentes epiteliais e mesenquimais em uma matriz
mixoide. O tumor era de uma paciente do sexo feminino, 36 anos, e
apresentava margens cirdrgicas livres,

sem invasdo perineural ou

linfovascular. Os linfonodos intraparotideos analisados estavam livres de
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neoplasia.

O PDX se desenvolveu ap0s sete meses do implante, alcancando trés
passagens. Sendo a segunda passagem com 2 meses apos o implante e a
terceira passagem 3 meses ap0s o implante. O material obtido dos
camundongos foi submetido a avaliacdo por imunoistoquimica para
cacterizacdo. Foi utilizado um painel de proteinas para a identificagcdo das
células epiteliais e mioepiteliais, conforme ilustrado na Figura 5. Foi observada
a expressdo de actina de muasculo liso, vimentina, p63, citoceratina 14 e pan-
citoceratina, caracterizando componentes mioepiteliais. Expressdo de CK7
ndo foi observada, demonstrando auséncia de estruturas ductais bem
diferenciadas (dado ndo apresentado).

Ndo houve crescimento nos camundongos implantados com
fragmentos dos trés casos de carcinoma adenoide cistico e em trés casos de
carcinoma mucoepidermoide (2 casos estdo em acompanhamento faz 9

meses).

5.3Culturas primarias

5.3.1 Adenoma pleomorfico

Para todos os tipos de tumor, os fragmentos de tecido foram plaqueados
e incubados em estufa umida a 37°C com 5% de CO., resultando no
crescimento de uma monocamada celular a partir dos explantes em 4-7 dias.
As células de adenoma pleomorfico (AP1 e AP2) apresentaram morfologia
variada, incluindo padrdes fusiformes e estrelados (Figura 6).

Nos adenomas pleomorficos (AP1 e AP2), foi observada a expressao de
actina de musculo liso, vimentina, p63, e citoceratina 14 caracterizando o

componente mioepitelial (Figura 7).
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CK14 AE1/AE3 Vimentina

p63

Fonte: Autoria propria

Figura 5— Caracterizacdo do modelo de xenoenxerto de adenoma pleomorfico
por imunoistoquimica. Amostra de tecido retirada do tumor do paciente em
comparagdo com os xenoenxertos derivados em diferentes passagens (PDX1, PDX2
e PDX3). Na coloragéo por hematoxilina e eosina (HE) da amostra do tumor do paciente AP2
(painel superior esquerdo), observa-se a arquitetura do adenoma pleomorfico, com matriz

abundante. Nas se¢fes dos xenoenxertos (PDX1, PDX2, PDX3), observa-se manutencao da

arquitetura do xenoenxerto durante as passagens. A andlise imunoistoquimica revelou
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expresséo variada de marcadores de células epiteliais e mioepiteliais: AML (citoplasmatica) em
células mioepiteliais; vimentina (citoplasmatica) no estroma e nas células mioepiteliais;
AE1/AE3 (citoplasmatica) marcando o componente epitelial; CK14 (citoplasmatica) em células

basais/mioepiteliais e p63 (marcacgéo nuclear) em células mioepiteliais.

Figura 6 - Estabelecimento do modelo celular de adenoma pleomérfico. Em A,
aspectos histologicos da amostra de adenoma pleomoérfico corada por
hematoxilina e eosina (HE). B, células de adenoma pleomorfico em cultura
demonstrando um padrao morfolégico diverso composto por células de padréao
fusiforme e estrelado.
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Figura 7 - Caracterizagdo morfologica e imunofenotipica de células de
adenoma pleomorfico (AP2) cultivadas in vitro. Células derivadas de adenoma
pleomérfico (AP2), cultivadas em monocamada, apresentando morfologia
fusiforme e estrelada, compativel com fendtipo mioepitelial. A analise por
imunocitoquimica revelou expressao nuclear de p63, indicando perfil de células
basais/mioepiteliais; expressao citoplasmatica de CK14, reforcando o perfil de
células mioepiteliais e basais; expressao nuclear de Ki-67, indicando atividade
proliferativa; expresséao citoplasmatica de vimentina, expressa em células com
caracteristicas mesenquimais/mioepiteliais; e expressado citoplasmatica de

AML, indicando perfil mioepitelial.

Experimentos subsequentes investigaram a proliferacdo, migracdo e
invasdo das células AP1 e AP2, mostrando a viabilidade ao longo do tempo (75
e 111,8 x 10%células, respectivamente), e baixa taxa de migragdo e invasdo. A
taxa de fechamento da ferida foi de 20% para ambas as linhagens de AP. A
Figura 8 mostra resultado representativo da analise funcional de células de
adenoma pleomorfico. As Figuras 9 e 10 mostram a analise estatistica da
triplicata de cada ensaio de AP1 e AP2, respectivamente. Para os ensaios de
invasdo, ndo foi realizada a analise estatistica, porque ndo foi possivel a

contagem de células.

29



B
120
110
100
S0 +
> 80
T 70 +
S 60
g < 0 horas
X 40
30
20
10
0
0 24 48 72 96
Time (hours)
24 horas
C
With Without
serum serum 48 horas

Fonte: Autoria prépria

Figura 8 - Imagem representativa da avaliagdo das células de adenoma
pleomérfico (AP2) com relacdo a viabilidade (A), migracdo (B) e invaséao
celular (C). Estes dados representam o resultado de trés experimentos
independentes, com triplicata técnica. Em A, a linha preta representa a média

dos dados coletados com barras de desvio padréo.
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Figura 9 - Analise estatistica dos ensaios de viabilidade e migracao celular das
células de adenoma pleomorfico (AP1). Estes dados representam o resultado

de trés experimentos independentes, com triplicata técnica. Em A, observa-se
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o0 nUimero de células vivas, partindo de 3x10* células no tempo 0. Em B,
observa-se a taxa de cicatrizagao da ferida, partindo de 100% no dia 0. ns: non-
significant; *p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001.
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Figura 10 - Analise estatistica dos ensaios de viabilidade e migracéo celular
das células de adenoma pleomorfico (AP2). Estes dados representam o
resultado de trés experimentos independentes, com triplicata técnica. Em A,
observa-se o numero de células vivas, partindo de 3x10* células no tempo 0.
Em B, observa-se a taxa de cicatrizacdo da ferida, partindo de 100% no dia 0.

ns: non-significant; ** p<0,01; **** p<0,0001.

5.3.2 Carcinomaadenoide cistico

As células de carcinoma adenoide cistico também apresentaram
morfologia variada, incluindo padrbes fusiforme e estrelado, a partir dos

explantes colocados em cultura, apds 4 a 7 dias de cultivo (Figura 11).
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Figura 11 - Estabelecimento do modelo celular do carcinoma adenoide
cistico. A, Aspectos histolégicos de uma amostra de carcinoma adenoide
cistico em coloracdo HE; B, fragmento de tecido em cultura e monocamada
celular mostrando células com aspecto morfologico fusiforme e estrelado se
desprendendo do explante.

Para as células de carcinoma adenoide cistico, observou-se a expressao
de actina de masculo liso, vimentina, p63, AE1AE3 e citoceratina 14
caracterizando o componente mioepitelial (Figura 12). A expressao de c-Kit,
caracterizando o componente epitelial do carcinoma adenoide cistico, também
foi observada, enquanto o Ki-67 indicou atividade proliferativa.

Ki67 . ‘. ¥ } \

Vimentin
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Fonte: Autoria propria

Figura 12 - Caracterizacdo morfoldégica e imunofenotipica de células de
carcinoma adenoide cistico (ACC1, ACC2 e ACC3) cultivadas in vitro. Células
derivadas de carcinoma adenoide cistico, cultivadas em monocamada,
apresentando morfologia fusiforme e estrelada, compativel com fendtipo
mioepitelial. A andlise por imunocitoquimica revelou expressao nuclear de p63,
indicando perfil de células basais/mioepiteliais; expressdo citoplasmatica de
CK14 e AE1AE3, reforcando o perfil de células mioepiteliais e basais;
expressdo de membrana/citoplasmatica de c-kit, indicando o perfil de células
basais; expressao nuclear de Ki-67, indicando atividade proliferativa; expressao
citoplasmatica de vimentina, expressa em células com caracteristicas
mesenquimais/mioepiteliais; e expressao citoplasmatica de AML, indicando

perfil mioepitelial.

Diferentes taxas de viabilidade celular foram observadas nas 3 linhagens
ao longo do tempo (Figuras 13 e 14). Esses ensaios foram realizados em
passagens iniciais (P2 a P3) e revelaram alta viabilidade em dois carcinomas
(ACC2 e ACC3) do tipo histoldgico cribriforme e sélido (129,16 e 135,41 x 10*
células, respectivamente), apresentando manutencéo da viabilidade por 96h.
Em contraste, o modelo ACC de padréao histoldgico tubular (ACC1) exibiu

viabilidade celular menor (28,33 x 10%) ao longo das 96 horas de cultivo.
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Figura 13 - Imagem representativa do ensaio de viabilidade celular em células
((1) ACC1, (2) ACC2 e (3) ACCs,

respectivamente). Estes dados representam o resultado de trés experimentos

de carcinoma adenoide cistico

independentes, com triplicata técnica. A linha preta representa a média dos

dados coletados com barras de desvio padrao.
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Figura 14 - Andlise estatistica do ensaio de viabilidade celular das células de

carcinoma adenoide cistico (ACC1, ACC2 e ACC3). Estes dados representam

o resultado de trés experimentos independentes, com triplicata técnica. O

grafico representa o numero de células vivas, partindo de 3x10* células no
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tempo 0. ns: non-significant; *: p<0,05; **: p<0,01; ****:p<0,0001.

O ensaio de migracgéo celular demonstrou taxa de migracao variavel nos
trés modelos celulares. No primeiro modelo (ACC1), a taxa de fechamento da
ferida foi de 40%, no segundo (ACC2) foi de 50%, e no terceiro foi de 60%, em
48 horas. A Figura 15 mostra resultado representativo da analise funcional de
células de carcinoma adenoide cistico. A Figura 16 mostra a andlise estatistica
da triplicata de cada ensaio de ACC1, ACC2 e ACC3, respectivamente.

Comrelacdo a capacidade de invasao, na presenca de soro, apresentou
invasividade em 24 horas (Figura 15). Para os ensaios de invaséo, nao foi

realizada a andlise estatistica, porque nao foi possivel a contagem de células.
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Figura 15 - Imagem representativa do ensaio de migracéo celular (A) e
invasao celular (B) em células de carcinoma adenoide cistico (ACC3). As
imagens mostram células em diferentes tempos. Imagens obtidas ao

microscopio invertido com objetiva de 20x.
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Figura 16 - Andlise estatistica do ensaio de migracédo celular das células de
carcinoma adenoide cistico (ACC1, ACC2 e ACC3). Estes dados representam
o resultado de trés experimentos independentes, com triplicata técnica. O
grafico representa a cicatrizacdo da ferida, partindo de 100% no tempo 0. *
p<0,05**: p<0,01; ****:p<0,0001.

5.3.2.1 Desenvolvimento de esferoides

As células de carcinoma adenoide cistico cultivadas (ACC1, ACC2 e
ACC3) foram utilizadas para o estabelecimento de modelos esferoides. Ao
longo do periodo de andlise de 4 dias, foram observadas diferencas no nimero
de esferoides formados sob condi¢Bes tridimensionais (3D). No dia 0, 1 x 10°
células foram semeadas. Em suspensdo, as células ACC1 formaram 80
esferoides no dia 2, diminuindo para 76 organoides no dia 4. Em Matrigel, as
células ACC1 formaram 132 esferoides no dia 2, aumentando para 180
esferoides no dia 4. Em hidrogel, o nimero médio de esferoides formados pelas
células ACC1 foi de 208 no dia 4.

Para as células ACC2, o numero de esferoides em suspensdo aumentou
de 95 no dia 2 para 120 no dia 4. Em Matrigel, o niumero de esferoides foi de
168 no dia 2 e diminuiu ligeiramente para 160 no dia 4. Nas culturas de hidrogel,
0 numero de esferoides aumentou de 72 no dia 2 para 120 no dia 4.

As células ACC3 apresentaram padrdes diferentes, com 70 esferoides

nas culturas em suspensao no dia 2, diminuindo para 45 no dia 4. Nas culturas
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de Matrigel, as células ACC3 formaram 132 esferoides no dia 2 e 120

esferoides no dia 4. Nas culturas de hidrogel, as células ACC3 formaram 96

esferoides no dia 2, diminuindo ligeiramente para 92 no dia 4.

Gréfico representativo da contagem de esferoides formados a partir das
células ACC1, ACC2 e ACC3 pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17 - Contagem de esferoides em células de carcinoma adenoide cistico

cultivadas em culturas 3D de Suspenséo, Hidrogel e Matrigel. ns p>0.05.
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Na Figura 18 podemos observar a morfologia dos esferoides formados

nas diferentes condi¢cdes experimentais.
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Figura 18 — Imagem representativa da morfologia dos esferoides formados a
partir de células de carcinoma adenoide cistico (ACC1, ACC2, ACC3) sob

diferentes condi¢des de cultura: Suspensao, Matrigel e Hidrogel.

Para avaliar o tamanho dos esferoides nos dias 2 e 4, determinamos
suas areas com base na sua circunferéncia. A analise foi realizada utilizando o
software ImageJ, com a captura e processamento de quatro imagens por
condicao.

Para ACC1 em culturas de suspenséo, as areas dos esferoides no dia 2

variaram de 981 umz2 a 54.784 umz2. No dia 4, as areas dos esferoides variaram
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de 881 um? a 414.078 pm?, indicando um crescimento moderado em
comparacdo com o controle inicial. Em culturas de hidrogel, as areas dos
esferoides de ACCL1 no dia 2 variaram de 2.475 pm? a 28.033 um2. No dia 4, o
intervalo foi de 1.363 um? a 34.367 um2. Em culturas de Matrigel, as areas dos
esferoides de ACC1 no dia 2 variaram de 711 pm? a 110.652 pum2. No dia 4, o
intervalo foi de 880 um? a 21.829 um2.

Para ACC2 em culturas de suspensao, as areas dos esferoides no dia 2
variaram de 1.959 pm? a 59.719 pm2. No dia 4, as areas dos esferoides
variaram de 389 um? a 129.604 um?, indicando um crescimento moderado em
comparacdo com o controle inicial. Em culturas de hidrogel, as areas dos
esferoides de ACC2 no dia 2 variaram de 420 um? a 14.460 umz2. No dia 4, o
intervalo foi de 430 um? a 21.206 um2. Em culturas de Matrigel, as areas dos
esferoides de ACC2 no dia 2 variaram de 731 pm? a 8.512 um2. No dia 4, o
intervalo foi de 389 um? a 29.331 um2.

Para ACC3 em culturas de suspenséo, as areas dos esferoides no dia 2
variaramde 272 um2 a 114.732 um?. No dia 4, as areas dos esferoides variaram
de 3.104 um2 a 352.825 pum?, indicando um crescimento moderado em
comparacao com o controle inicial. Em culturas de hidrogel, as areas dos
esferoides de ACC3 no dia 2 variaram de 402 um? a 73.155 pumz2. No dia 4, o
intervalo foi de 2.056 um? a 69.355 umz2. Em culturas de Matrigel, as areas dos
esferoides de ACC3 no dia 2 variaram de 592 um? a 96.669 umz2. No dia 4, o
intervalo foi de 963 pm? a 116.246 um2.

Esses resultados ilustram a variacdo no tamanho dos esferoides e nos
padrdes de crescimento em diferentes condi¢cdes de cultura 3D para as células
de carcinoma adenoide cistico. De todas as linhagens celulares, ACC3 foi a
Unica que apresentou uma diferenca estatisticamente significativa entre o dia 2

e o dia 4, tanto nas culturas de suspensao quanto nas de hidrogel (Figura 19).
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Figura 19 - Area dos esferoides derivados de células de carcinoma adenoide
cistico sob diferentes condi¢cdes de cultura. Os gréficos apresentam a

comparacao entre o dia 2 e o dia 4 de cultivo. ns p>0,05; *p < 0,05.

5.3.3 Carcinoma mucoepidermoide

N&ao foi possivel estabelecer um protocolo para o cultivo das células de
carcinoma mucoepidermoide. Foram feitas tentativas com 2 amostras,

utilizando meio DMEM e meio RPMI com ou sem fatores de crescimento



adicionais. Contudo, ap0s os primeiros dias de cultivo, o crescimento de
fibroblastos predominou em detrimento das células epidermoides. Tentativas
de eliminar os fibroblastos com geneticina e solucéo salina equilibrada de Hank
(HBSS) ndo foram bem-sucedidas, resultando na interrupgéo dos experimentos
de cultura (Figura 20). A eliminacdo dos fibroblastos é essencial, pois eles
apresentam uma taxa de proliferacdo superior as células epiteliais, podendo

comprometer a cultura e os resultados experimentais.

i
Fonte: Autoria prépria
Figura 20 — Imagem ilustrativa da tentativa de estabelecimento do modelo
celular de carcinoma mucoepidermoide. O fragmento da amostra de
carcinoma mucoepidermoide foi cultivado e, apds alguns dias da expanséao
da monocamada de células, houve crescimento predominante de

fibroblastos.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo, foi possivel estabelecer e caracterizar um modelo de
adenoma pleomorfico através de técnicas de imunoistoquimica e
imunocitoquimica. Para o carcinoma adenoide cistico foi possivel estabelecer
modelos de culturas primarias, caracterizando por imunocitoquimica e ensaios
biolégicos, uma vez que ndo houve crescimento nos camundongos. Até o
momento, n&do conseguimos estabelecer um modelo de carcinoma
mucoepidermoide. E importante ressaltar que a casuistica deste estudo foi
limitada, devido a raridade desses tumores. Os dados demograficos, clinicos e
patolégicos coletados foram cruciais para o melhor entendimento das
caracteristicas das células e do modelo de xenotransplante (PDX).

Cada tipo tumoral apresenta particularidades histologicas, refletindo um
amplo espectro de lesdes que ainda sdo debatidas quanto a diferenciacao
histolégica e classificacdo. As abordagens utilizando técnicas de
imunoistoquimica/imunocitoquimica e ensaios biologicos sdo amplamente
utilizadas para a caracterizagdo dos modelos, sendo fundamentais para
diferenciar as células neoplasicas em tumores com comportamentos

variados.86.87

6.1Estabelecimento de culturas primarias e imunocitoquimica

6.1.1 Adenoma pleomoérfico

As culturas primarias de adenoma pleomdérfico apresentaram uma
diversidade morfolégica significativa, refletindo a complexidade histologica
observada nos tumores originais. As células mantiveram caracteristicas
epiteliais e mioepiteliais, essenciais para representar adequadamente a
heterogeneidade do tumor in vitro. Dentre as diversas andlises, na
imunocitoquimica, foi observada a expressdo de biomarcadores epiteliais e

mioepiteliais, sendo a morfologia caracteristica do adenoma pleomérfico.
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Para a caracterizagcdo dos modelos, utilizamos marcadores que sao
amplamente utilizados, tanto na rotina diagnostica desses tumores quanto em
pesquisas na literatura, como as moléculas de adesdo celular e de
citoesqueleto como: actina de muasculo liso, Ki-67 como marcador de
proliferacéo celular e comumente relacionado a agressividade tumoral®, as
citoqueratinas sdo usadas principalmente para diferenciar casos metastéaticos
e identificar células basais-luminais®, p63 como marcador de diferenciacéo
mioepitelial e vimentina.®®°? Nosso estudo corrobora o de Falcéo et al. 4°, que
estabeleceu e caracterizou uma linhagem celular de adenoma pleomorfico in
vitro e in vivo demonstrando a expressdo de marcadores epiteliais e
mioepiteliais, como vimentina que € importante para migracao e adesao celular,
S-100, que influencia a migracao, proliferacao e diferenciacéo, citoqueratinas e
actina de musculo liso ambos os responsaveis por processos do citoesqueleto
gue resistem ao estresse mecanico e contribuem para a migracao. Além disso,
Ravi et al. ® identificaram que as células mioepiteliais geralmente apresentam
expressao de actina de musculo liso, sendo um marcador comumente utilizado
para identificar essas células. E segundo Ben-izhak et al. %, o Ki-67, € um
marcador bem estabelecido de proliferacdo celular e ¢ comumente relacionado
a agressividade tumoral, no entanto, apresentando baixa expressao em nosso
estudo, por se tratar de um tumor benigno da glandula salivar.

Além da imunocitoquimica, que permite a visualizacdo de proteinas
especificas nas células tumorais, realizamos ensaios de viabilidade, migracéo
e invasdo para avaliar o comportamento biolégico desses tumores. Os
resultados desses ensaios revelaram uma alta viabilidade celular ao longo das
96 horas do experimento, sendo observada baixa taxa de migracéo e invaséao,
sugerindo um comportamento menos agressivo desse tumor. A alta viabilidade
caracteristica pode parecer inconsistente com a natureza benigna desse tumor.
No entanto, esse tipo de tumor é altamente heterogéneo, podendo apresentar
multiplas recidivas e potencial para transformacdo maligna-®

Diversos estudos tém investigado a expressdo de RNAs e proteinas
associadas a transformagédo maligna do adenoma pleomérfico. De Lima-Souza
et al. % identificaram sete proteinas (APOA1, AP1M1, SYCP1, DCD, HBB, HP
e SLC4A1) como potenciais biomarcadores na progressao tumoral. Entre elas,

HP, AP1M1 e HBB foram mais abundantes nos adenomas pleomoérficos
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residuais, enquanto APOA1l se destacou na transigcdo para carcinoma ex-
adenoma pleomorfico (Ca-ex-AP). J& SLC4Al e SYCP1 apresentaram menor
expressdo nessa transicdo, e DCD mostrou maior abundancia no Ca-ex-AP
com diferenciacdo mioepitelial.

Além disso, Xu et al. ® e Bartkowiak et al. % sugerem que o IncRNA
ENST00000603829 pode estar envolvido na proliferacdo e invasdo celular,
desempenhando um papel relevante na progressdo para Ca-ex-AP. O
knockdown do INcRNA ENST00000603829 inibiu a invasdo e
proliferacao celular, promovendo a apoptose e a nao transformacéo maligna de
adenoma pleomorfico. Bartkowiak et al. °” também observaram que a
superexpressao de pl6ink4a pode estar relacionada a proliferacao do AP e sua
subsequente transformacdo maligna. Maruyama et al. % sugeriram que a
sinalizacdo do perlecan atua como um potenciador do crescimento,
favorecendo a proliferacédo do AP, mas, paradoxalmente, inibindo sua migracéo
e invasao celular.

O ensaio de migracdo, mostrou uma baixa taxa de células que
migraram, representando apenas 20% de cicatrizacdo. Navarini et al.
relataram um aumento na taxa de migracdo em células de adenoma
pleomdrfico tratadas com fator de crescimento epidérmico (EGF), e que a
expressdo de EGF e seu receptor EGFR estava associada a morfologia e
capacidade de migracdo das células mioepiteliais. O tratamento com EGF
fez com que a morfologia celular mudasse de estrelada para fusiforme,
semelhante a morfologia observada em células mioepiteliais benignas que
circundam células epiteliais malignas em estruturas semelhantes a do
carcinoma ex-adenoma pleomorfico in situ.®® A inducéo da transicéo epitélio-
mesénquima (EMT) leva ao aumento dos niveis de metaloproteinase 2
(MMP-2), contribuindo para a degradacao da membrana basal e favorecendo
a migracao celular e progressao tumoral.

O ensaio de invaséo neste estudo mostrou uma baixa taxa de invaséo
celular, indicando a natureza benigna do tumor. No entanto, o adenoma
pleomérfico maligno apresenta uma alta taxa de invasao celular, além de
invasdo capsular, um fator crucial para sua recorréncia. Yao et al. 1
estudaram perfis de expressdo de RNA em glandula salivar para associar

genes com invasdo de cpsula. Eles demonstraram que a organizacdo da
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matriz extracelular e a via de sinalizacdo PI3K-Akt podem desempenhar
papéis fundamentais na tumorigénese do AP. A proteina da matriz
oligomérica da cartilagem (COMP) apresentou correlagdo com a invasao
capsular do AP sugerindo um potencial como fator prognéstico.

Em resumo, os resultados deste estudo enfatizam a viabilidade e a
importancia de utilizar culturas celulares para estudar a biologia e as
caracteristicas moleculares do adenoma pleomoérfico. O estabelecimento
desses modelos in vitro possibilita o aprofundamento da compreenséo da
patogénese, oferencendo oportunidades para o desenvolvimento de terapias

direcionadas e progndstico mais preciso.

6.1.2 Carcinoma adenoide cistico

Neste estudo, estabelecemos culturas primarias de trés amostras
distintas de carcinoma adenoide cistico, exibindo variacées em relacéo perfil de
agressividade e padrdes de crescimento. Em adi¢do, ao longo das passagens
em cultura, foi observada manutencao consistente da viabilidade e morfologia
das células tumorais.

As caracteristicas dos tumores incluidos no estudo também sao
semelhantes as descritas na literatura, pois a glandula mais frequentemente
afetada foi a parétida, principalmente em adultos, na faixa etaria acima de 40
anos, e distribuida uniformemente por sexo*° Porém, nosso estudo diferiu da
literatura porque a glandula menor apresentou um comportamento menos
agressivo que os demais subgrupos. Além disso, na literatura, informa que os
homens tém maior probabilidade de serem diagnosticados com tumores
malignos e mais agressivos do que nas mulheres, conforme relatado por Israel
et al. %1 em seu trabalho. No entanto, no nosso estudo, o padrédo sélido foi
observado em paciente do género feminino.

Para a caracterizacdo detalhada dos modelos estabelecidos, utilizamos
marcadores amplamente reconhecidos na literatura cientifica. Além das
mesmas usadas no adenoma pleomorfico, houve a adi¢do do CD117/c-Kit, cuja
superexpressdo esta associada a casos agressivos, invasao perineural,

metastases a distancia, além de um progndstico mais desfavoravel.1?
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As células demonstraram expressdo de actina de musculo liso,
vimentina, p63, citoqueratina 14, c-Kit e Ki-67, apresentando a morfologia
caracteristica do carcinoma adenoide cistico e de tumores de natureza
agressiva, independentemente do tipo histolégico de cada paciente. No
entanto, Freiberger et al. 19 descreveram gue o carcinoma adenoide cistico de
células fusiformes e padrdo pseudoangiomatdide, apresentava expressao
difusa de p40, auséncia de CD117 e expressao focal de Ki-67. O padréo de
expressdo do c-Kit varia de acordo com o subtipo histolégico. A maioria dos
estudos reporta uma marcacao forte de c-Kit no subtipo histolégico sélido ou
agueles mais associados com malignidade e progressao tumoral em estadios
[1I-1V, invaséao perineural, recorréncia local regional e metastase a distancia,
além de um prognéstico pior e baixa sobrevida.'0*

Nos ensaios biolégicos de viabilidade, migracdo e invaséo realizados
em carcinomas adenoides cistico, foi observada uma alta taxa de viabilidade
celular. Os modelos de ACC apresentaram diferencas com relagdo ao niumero
de células viaveis, o que poderia refletir a heterogeneidade observada entre os
pacientes e possivelmente influenciar o progndéstico dos pacientes e impactar
na selecdo de terapias adequadas. Esses ensaios revelaram alta taxa de
viabilidade celular em dois carcinomas (ACC2 e ACC3) do tipo histoldgico
cribriforme e sdlido, respectivamente, manutencao proliferativa e viabilidade por
96h, enquanto o terceiro paciente do tipo histologico tubular exibiu baixa
atividade proliferativa. O ensaio de migracéo celular mostrou uma alta taxa de
migracdo. No modelo ACC1, a taxa de cicatrizacdo foi de 40%, enquanto no
ACC2 foi de 50%, e no ACC3 foi de 60%, em 48 horas, demonstrando alta
capacidade de invasao dessas células.

Estudos, como o de Ji et al. 1%, investigaram a influéncia de marcadores
como Claudin 7 (CLDN7) na sua correlacdo com a progressdo do CAC,
particularmente através da promocao de Transicdo Epitélio-Mesénquima (EMT)
e ativacdo da via Wnt/B-catenina. A perda de E-caderina, indicativa de EMT, e
a expressdao aumentada de marcadores mesenquimais como N-caderina e
vimentina conferem um fenétipo mével as células tumorais.t®® Ren et al. 17
também destacaram que a superexpressao de EGFR induz EMT e aumenta o
potencial metastatico das células tumorais. A expresséo de EGFR foi associada

ao aumento da viabilidade celular, migracdo e invasdo em carcinomas
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adenoides cistico.

Alguns biomarcadores, como o c-Kit, ja& foram relatados como alvos
promissores em estratégias terapéuticas. Tang et al.!%® sugeriram que o
tratamento com tratamento com Imatinibe — o inibidor do c-Kit — é capaz de
modular a migragao e invaséo de células do carcinoma. No entanto, a eficacia
dessa abordagem no carcinoma adenoide cistico ainda é controversa, pois,
embora alta expressdo de c-Kit no CAC tenha sido bem estabelecida, esses
estudos foram amplamente decepcionantes, com uma taxa de resposta global
(TRG) abaixo de 5% e sem melhora significativa na sobrevida dos
pacientes.109110

Em resumo, este estudo possibilitou o estabelecimento de culturas
primarias de carcinoma adenoide cistico, com caracteristicas Unicas de
agressividade e crescimento. A utilizacdo de marcadores proteicos especificos
foi essencial para a caracterizacao detalhada desses modelos, oferecendo uma

abordagem promissora para estudos desse tumor.

6.2 Estabelecimento de xenoenxertos e imunoistoquimica

Neste estudo, obtivemos sucesso no estabelecimento de modelo de
xenoenxerto para adenoma pleomorfico, utilizando implantes de fragmentos
tumorais no dorso de camundongos imunodeficientes. O adenoma pleomoérfico
apresenta diversidade celular e morfolégica e, embora seja um tumor benigno,
seu crescimento como PDX pode estar relacionado a presenca de
subpopulacdes celulares com maior capacidade proliferativa permitindo sua
progressdo mesmo na auséncia de caracteristicas tipicas de malignidade.

Observamos um crescimento tumoral consistente apés 7 meses do
implante, seguido por analise de imunoistoquimica para caracterizar a
expressdo de marcadores especificos. A comparacdo da expressao proteica
entre tecido de pacientes e amostras de PDX (Patient-Derived Xenograft)
revelou a preservacdo dos marcadores e da arquitetura histologica tipica do
tumor original, incluindo areas de estroma mixéide, células epiteliais e
mioepiteliais.

No entanto, observamos uma diminui¢cao na expressao de vimentina nos
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PDXs, assim como a auséncia de formacao de glandulas bem diferenciadas,
denotado pela auséncia de expressédo de marcadores como CK7. Estudos da
expressdo de CK7 em neoplasias de glandulas salivares séo raros e, portanto,
0 uso desse padrao de expressdo desse anticorpo em tumores de glandulas
salivares tem atualmente pouco valor diagnostico. Meer et al. (2007)
demonstraram expressdo de CK7 em neoplasias benignas e malignas das
glandulas salivares e, mais especifica e intensamente, nas células luminais dos
ductos salivares, enquanto as células acinares, basais e mioepiteliais se coram
com menos intensidade ou nédo se coram de todo.%!

No adenoma pleomérfico, o CK7 é reconhecido por sua expressao difusa
em células epiteliais ductais!!!, e sua co-expressdo com Notch em estruturas
ductais indica a ativagao da via B-catenina na diferenciacéo celular.'? Estudos
anteriores também sugerem que a via Notch pode desempenhar um papel na
diferenciacdo e no potencial metastatico de tumores malignos, como o
carcinoma adenoide cistico e 0 ameloblastoma maligno.*'314 A transformacé&o
maligna no adenoma pleomérfico é rara. 13114

Katabi et al.*° e Avadhani et al. 1** demonstraram que a sensibilidade da
imunocoloracédo PLAG1 na predicdo de AP € muito alta e que PLAGL1 negativo
pode ser Util para excluir um diagndstico de AP. Ren et al. % observaram
crescimento in vitro e in vivo de adenoma pleomorfico em camundongos nude,
preservando a organizacao e funcdo estrutural das glandulas, confirmando a
positividade das mesmas proteinas, como actina de muasculo liso (AML),
proteina S-100 e calponina. Shen et al. 4 indicaram em seu estudo que o
biomarcador CD44 induz proliferacéo, invasdo e evasao de apoptose, além de
alteracdes fenotipicas in vitro e tumorigénese in vivo em modelos PDX de
adenoma pleomorfico. Em adicdo, a partir de um tumor derivado de um
paciente, Falcdo et al. 4° estabeleceram e caracterizaram uma linhagem celular
AP expressando importantes marcadores epiteliais e mioepiteliais, como
vimentina, S-100, citoqueratina e AML. Esses marcadores também foram
observados no tumor parental, e foram detectadas metaloproteinases e seus
inibidores. Essas células representavam uma populagdo mista de células
epiteliais e mioepiteliais neoplasicas, mantendo as caracteristicas fenotipicas
do tumor parental.*°

O sucesso no estabelecimento de modelos de xenoenxerto e
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confirmagdo imunoistoquimica para adenoma pleomorfico fornece uma base
para investigagbes futuras, permitindo um melhor entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na progressdo do adenoma pleomorfico.

Apesar dos esforgos, 0os xenoenxertos de carcinoma adenoide cistico
ndo resultaram em crescimento tumoral em nenhuma das trés amostras
estudadas. Diversos fatores podem contribuir para essa dificuldade, como o
desafio de replicar o microambiente tumoral especifico do carcinoma
adenoide cistico devido ao seu crescimento lento e a propenséo para invaséo
perineural, além dos préprios desafios de se desenvolver xenoenxertos. Essa
falha no crescimento de xenoenxerto de carcinoma adenoide cistico traz como
alternativa o uso de modelos como de engenharia de tecidos ou organoides. No
entanto, Guimaraes et al.1’> e Takada et al.>, estabeleceram com sucesso um
modelo de xenoenxerto ortotopico de CAC, recapitulando as caracteristicas
histologicas e moleculares do tumor CAC original. Além disso, Guimaraes et al.
115 estratificou pacientes com carcinoma adenoide cistico apresentando
resposta aprimorada aos inibidores de histona desacetilase (HDAC).

Schuch et al.® realizaram uma revisédo sistematica sobre modelos de
xenotransplantes derivados de pacientes (PDX) em tumores de cabeca e
pescoco. Dos 63 artigos incluidos na revisao sistematica, 11 utilizaram modelos
a partir de bidpsias de tumores de glandula salivar, sendo a maioria focado no
carcinoma adenoide cistico (CAC). Os tumores foram, em sua maioria,
implantados na regido do dorso (86,3%) dos animais e os modelos mais
utilizados foram camundongo NSG e o camundongo nude.

Apesar das técnicas imunoistoquimicas serem bastante utilizadas para
caracterizar a expressdo dos marcadores e diferenciar tumores benignos e
malignos, a escassez de modelos animais e in vitro, a raridade de lesdes
precursoras e associacdes hereditarias, bem como a heterogeneidade destes
tumores, afetam a acuracia dos achados moleculares disponiveis. Dessa
forma, estudos sdo necessarios para a identificacdo de marcadores
diagndsticos, progndésticos e preditivos para esses tumores, que, associados a
analise histopatoldgica e dados clinicos permitam um manejo mais direcionado

desses tumores.%116
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6.3 Desenvolvimento de esferoides

Neste estudo foi possivel desenvolver e caracterizar esferoides
derivados de trés modelos celulares de carcinoma adenoide cistico (ACC1,
ACC2, ACC3). Essa etapa do estudo foi realizada em colaboragéo com a Dra.
Christine Delporte da Universidade Livre de Bruxelas, através do Programa de
Doutorado Sanduiche no Exterior da CAPES. O grupo da Dra Delporte possui
vasta experiéncia em glandulas salivares normais, e recentemente,
estabeleceram e caracterizaram modelos de organoides utilizando métodos
bioquimicos, funcionais, moleculares e biolégicos celulares. Este modelo utiliza
um hidrogel personalizado desenvolvido para o cultivo dos organoides,
seguindo um protocolo estabelecido para garantir a consisténcia dos
procedimentos (dados ndo publicados). Poucos modelos de esferoides e
organoides de carcinoma adendide cistico (CAC) foram estabelecidos,
utilizando Matrigel ou Cultrex.”*">

Os modelos estabelecidos em nosso estudo apresentaram morfologia
similar as culturas primarias de ACC, com estruturas ramificadas, e
expressaram marcadores especificos de células tumorais (CAC), validando sua
fidelidade ao tumor original. Os esferoides foram formados por células tumorais
e variaram em tamanho quando cultivados em Matrigel, Hidrogel ou em
suspensao, com células viaveis e apoptodticas coexistindo, imitando a
heterogeneidade tumoral in vivo.

As células de ACC demonstraram boa viabilidade nas condi¢cdes de
cultura 3D, destacando o potencial dos esferoides como modelo para estudar
comportamento tumoral e resposta a medicamentos. A medicéo das areas dos
esferoides mostrou variacao no crescimento dos trés modelos (ACC1, ACC2 e
ACC3). Aimunofluorescéncia foi usada para identificar marcadores como Ezrin,
PIP, CLIP2, Aquaporina 1, 3 e 5, para entender a biologia do CAC (dados néo
apresentados).

Além disso, comparac¢Bes com estudos de organoides de outros tipos de
cancer, como carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoco,
mostraram que organoides podem prever respostas a tratamentos e fornecer
informagfes valiosas sobre o comportamento tumoral. As duas estratégias

principais para a construcao dos esferoides de glandulas salivares reforcam a
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relevancia dos esferoides para estudar aspectos como invasao tumoral,
heterogeneidade celular e resposta a tratamentos.

Em conclusao, os esferoides desenvolvidos neste estudo representam
uma ferramenta promissora para entender melhor o CAC e desenvolver

terapias mais eficazes.

6.4 Carcinoma mucoepidermoide

Até o momento, ndo conseguimos estabelecer um protocolo eficaz para
o cultivo de células de carcinoma mucoepidermoide. Foram realizadas
tentativas com duas amostras, porém, logo nos primeiros dias de cultivo, foi
observado um crescimento predominante de fibroblastos em detrimento das
células epidermoides. Estratégias para eliminar fibroblastos, como o uso de
geneticina (G418) e solucéao salina equilibrada de Hank (HBSS), ndo foram
bem-sucedidas, levando a interrupcéao dos experimentos de cultura.

A combinacao de geneticina e HBSS tem sido amplamente utilizada para
a eliminacéo seletiva de fibroblastos e o enriquecimento de culturas de células
epiteliais. A geneticina, um antibiotico aminoglicosideo, age inibindo a sintese
proteica e promovendo a morte celular, sendo mais toxica para fibroblastos do
gue para ceélulas epiteliais. JA o0 HBSS é uma solucdo tampao essencial para
manter a osmolaridade e o pH celular, frequentemente empregada para
remocdo de residuos celulares e fatores de crescimento que favorecem
fibroblastos. Estudos anteriores sugerem que a aplicacdo combinada de HBSS
com outras abordagens, como choque térmico ou digestdo enzimatica, pode
auxiliar na reducdo da contaminacdo por fibroblastos.8”#8 No entanto, em
nossas tentativas, essa estratégia nao foi suficiente para permitir o crescimento
das células epidermoides.

Além da dificuldade em estabelecer culturas celulares, também né&o
houve desenvolvimento de xenoenxertos (PDX) para esse tipo tumoral. Assim,
a auséncia de crescimento celular viavel tanto in vitro quanto in vivo reforca os
desafios inerentes ao estudo do carcinoma mucoepidermoide e dos tumores de
glandula salivar em geral. O baixo nimero de casos, a auséncia de crescimento
tumoral em xenoenxertos, a dificuldade em estabelecer culturas celulares

devido ao rapido crescimento proliferativo dos fibroblastos em carcinoma
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mucoepidermoide, e a falta de andlise estatistica devido ao reduzido nimero
de casos disponiveis representam limitacdes deste estudo. Essas dificuldades
reforcam a necessidade de novas abordagens para a modelagem desses
tumores para o qual alternativas experimentais precisam ser mais exploradas.

A continuidade da pesquisa nesses modelos é crucial para o avanco de
estratégias terapéuticas mais eficazes e personalizadas para pacientes com
carcinoma adenoide cistico e carcinoma mucoepidermoide. Com os desafios
enfrentados na criacao de xenoenxertos, e do estabelecimento de um protocolo
eficaz para o cultivo de células tumorais, destacamos a necessidade de
explorar novas metodologias e tecnologias para aprimorar a modelagem in vivo

e in vitro desses tumores.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, conseguimos estabelecer modelos celulares e de
xenoenxerto derivados de adenoma pleomoérfico, sendo realizada a
caracerizacao por imunocitoquimica, imunoistoquimica, além dos ensaios de
comportamento biolégico.

No caso do carcinoma adenoide cistico, também conseguimos
estabelecer e caracterizar as culturas primarias por imunocitoquimica e ensaios
de comportamento biolégico, no entanto nenhuma das linhagens desenvolveu
crescimento em xenoenxerto. Em adi¢cdo, apresentamos o estabelecimento de
esferoides em suspensao, matrigel e hidrogel, exibindo crescimento e areas
heterogéneas.

Em relacdo ao carcinoma mucoepidermoide, nao conseguimos
estabelecer o crescimento celular. Além disso, ndo houve desenvolvimento de

xenoenxerto para esse tipo tumoral.
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BIOMARCADORES E O DIAGNOSTICO DOS TUMORES DE GLANDULAS
SALIVARES
BIOMARKERS AND DIAGNOSIS OF SALIVARY GLAND TUMORS

Raisa Ferreira Costa', Cldudia Malheiros Coutinho Camillo®

!A.C.CAMARGO CANCER CENTER, Sio Paulo-Brasil.
RESUMO

Introdugao: Os tumores de glandulas salivares representam tumores raros de cabega e pescogo e
apesar dos avangos solidos alcancados pelas pesquisas, ainda hd uma necessidade intensa de
investigar biomarcadores que auxiliem no diagnostico e prognostico das neoplasias das glandulas
salivares e que expliquem a sua evolugao e progressao. Objetivos: O presente estudo de revisio
narrativa objetivou abordar mecanismos possiveis envolvidos na génese dos tumores, usando como

base o uso de bi dores para o tr e diagnostico dos tumores de glandulas salivares.
Metodologia: Foi realizado um levantamento na literatura, no periodo de 2011 a 2020, em
diferentes bases de dados, SciELO, da U.S. National Library of Medicine e do National Institutes

Health (PubMed) e das bases de dados Web of Science. Como estratégia de busca, foram utilizados
os seguintes termos: "Salivary gland tumors" and "Biomarkers" selecionados em consulta com o
Medical Subject Headings (MeSH). 10 artigos foram selecionados para esta revisao. Resultados e
Discussdo: Dentre os tumores de glandulas salivar, os adenomas pleomérﬁcos representam os
tumores mais frequentes. Alguns estudos sugerem que a ongem do tumor é derivada do aumento da
proliferagao de células ductais na glandula salivar, d. devido a uma lesao no epitélio
em consequéncia de processo inflamatorio. No carcinoma pidermoide, a p ¢a de
proteinas de fusao, derivadas de rearranjos cromossomicos, constituem um importante fator de
diagnostico e prognostico, como por exemplo CRTC1-MAML2 que esta relacionada a proliferagao
e diferenciagao celular. Ja o carcinoma adenoide cistico apresenta uma translocagao resultando em
uma fusao dos genes MYB-NFIB que contribui para a prohferat;ao dlferencmgao celular e
metastase. Esses tumores sao compostos por células lumi e em padro
morfologicos caracteristicos que auxiliam no diagnostico e també ¢ao com o
prognostico. Conclusdes: Assim, a avaliagao de alteragoes na expressao proteica e alteragoes
genéticas possibilita o melhor entendimento da biologia tumoral e o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas mais direcionadas para esses tumores.

P

Palavras-Chave Tumores de glandula salivar; Diagnostico; Bi dores; Proliferagao;

Diferenciagao celular.
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Abstract
Background Salivary gland tumors (SGTs) are rare and highly heterogeneous lesions, making diagnosis a challenging activ-
ity. In addition, the small number of studies and samples evaluated difficults the determination of p is and di i

Despite the solid advances achieved by research, there is still an intense need to investigate biomarkers for diagnosis, prog-
nosis and that explain the evolution and progression of SGTs.

Methods We performed a comprehensive literature review of the molecular alterations focusing on the most frequent malig-
nant SGTs: mucoepidermoid carcinoma and adenoid cystic carcinoma.

Results Due to the importance of biomarkers in the tumorigenenic process, this review aimed to address the mechanisms
involved and to describe molecular and biomarker pathways to better understand some aspects of the pathophysiology of
salivary gland tumorigenesis.

Conclusions Molecular analysis is essential not only to improve the diagnosis and prognosis of the tumors but also to iden-

tify novel driver pathways in the p dicine scenario.
Keywords Salivary gland neopl - M pidermoid i - Adenoid cystic i + Tumor biomarkers
Genetics - microRNAs
Abbreviations PD-LI1 Programmed cell death - ligand1
MEC Mucoepidermoid Carcinoma EGFR Epidermal growth factor receptor
ACC Adenoid cystic carcinoma HCN2 hyperpolarization-activated cyclic
HGT High-grade transformation nucleotide-activated
IHC Immunohistochemistry H3K9me3  histone H3 lysine 9 trimethylation
NGS Next Generation Sequencing H3K9ac histone H3 lysine 9 acetilation
SDC Salivary Duct carcinoma IncRNA long non-coding RNA
miRNAs  MicroRNAs SGC Salivary gland carcinoma
CK Cytokeratins CASP Caspases
CDKs Cyclin-dependent kinases BCL2 B cell Lymphoma 2
EMT Epithelial-M hymal Transiti PTEN Phospt and tensin 1
MDM2 Murine double minute 2 0os overall survival

ORR objective response rates

RFS recurrence free survival

PDX patient derived xenograft
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Anexo D — Documento com a publicagéo do artigo de revisdo no Journal of

Herbal Medicine com parceria com a Dra. Francine Cadona.

Journal of Herbal Medicine 45 (2024) 100882

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Herbal Medicine
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Research Paper

Capsaicin Ameliorates Chemotherapy Response via Cancer Hallmarks )
Modulation: An Overview of its Synergic Potential S

R.F. Costa®, F.C. Cadon4d™""

* International Research Center, A.C. Camargo Cancer Center, Sdo Paulo, Brazil
¥ Post-graduate Program in Health and Life Sciences, Franciscan University, Santa Maria. Rio Grande do Sul. Brasil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywonds: Introduction: Cancer is a disease caused by genetic changes and disordered cell growth with high incidences over
Capsaicin the years. Cc ional treatments such as act on cells that are in constant cell division; however,
Antlcancer activity frequently, they are not selective to cancer cells and can damage healthy cells. For this reason, side effects such

Cancer signalling pathways
Chemotherapy improvement
Natural product

as nausea, dizziness, hair loss, weight loss, and fatigue are reported by patients. Moreover, some cancers present
resistance to chemotherapy treatment. Therefore, studies focusing on functional and natural products, especially
those rich in bioactive compounds, such as capsaicin, could be used as chemotherapy adjuvant to improve
treatment response and decrease side effects.

Methods: In this scenario, we conducted a review of 75 articles regarding the anticancer activity and che-
‘motherapy response improvement of capsaicin via cancer halimark modulation.

Resulis: In this scenario, we reviewed the anticancer activity and chemotherapy response improvement of
capsaicin via cancer hallmark modulation. This natural bioactive molecule ameliorates the chemotherapy re-
sponse by several cancer pathway regulations.

Conclusions: This review was able to show that capsaicin has a remarkable effect as an adjuvant to improve

chemotherapy and reduce side effects.

Introduction

Cancer is a disease with a high impact, ranking second among the
main causes of death according to the World Health Organisation
(Howlader et al., 2012). According to the National Cancer Institute
(2018), 640.000 new cases of cancer are estimated each year in the
2018-2019 biennium (Instituto Nacional do Cancer, 2018). The most
common cancers are prostate, lung, female breast and colon, and rectal
cancers. However, cancers of the cervix, stomach, and oesophagus still
have high incidence rates.

Cancer represents a significant concern for global public health,
presenting itself as a substantial challenge on an international scale.
The advent of technology and the increasing consumption of in-
dustrialised products, associated with a sedentary lifestyle and a diet
low in antioxidants, are associated with the increase in the incidence of
neoplasms (Steck and Murphy, 2020). The success of traditi and

drug resistance is quite common with many side effects such as nausea
and fatigue, among others (Phan and Croucher, 2020; Zeeshan and
Mutahir, 2017).

In this scenario, studies focus on functional and natural products,
especially those rich in bioactive compounds, which could be used as
chemotherapy adjuvant to improve treatment response and decrease
side effects. Bioactive molecules can decrease cell growth by inhibiting
growth factors and activating apoptosis, such as capsaicin. Studies with
these molecules have been carried out to mitigate the side effects of
chemotherapy, as well as increase the drug response since cancer cells
are resistant to treatments (Steck and Murphy, 2020).

Capsaicin, presenting in chilli pepper extract, has been associated
with ch ive and th ic activities against various
types of cancers, such as prostate and lung cancers, through the mod-
ulation of numerous genes involved in cancer cell survival, cell growth,

i is, and and inducing apoptosis through activa-

targeted therapies has created optimism for the treatment of cancers.
However, metastatic patients have a worse therapeutic response, and

tion of proapoptotic molecules, such as p53 and caspases (Chapa-Oliver
and Mejia-Teniente, 2016).
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Anexo E — Documento da aprovacao do doutorado sanduiche pelo edital
CAPES/PDSE 2024.
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Fundagio Coord o de Aperfeic de Pessoal de Nivel Superior - CAPES
Setor Bancirio Norte, Quadra 2, Bloco L, Lote 06
CEP 70.040-031 - Brasilia, DF

CAPES

Prezado(a) Sr(a),

RAISA FERREIRA COSTA

Rua Tamandaré - 272 - APTO 22 Bloco G
Liberdade

Sao Paulo - Séo Paulo

Brasil

01.525-001

Brasilia. 03/07/2024

Pr : PDSE - Progr de D d duiche no Exterior -88881.981893/2024-01
A QUEM POSSA INTERESSAR

Certificamos que o Sr./Sra. RAISA FERREIRA COSTA obteve uma bolsa de estudos da Capes, fundagao subordinada ao Ministério da
Educagao do Brasil, para realizartDOUTORADO SANDUICHE naUNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES.

A bolsa de estudos consiste em:

Valor Unitario ¢ Valor Total
Adicional localidade € 400,00 3 €1.200,00
Auxilio deslocamento - Parcela unica € 950,00 1 € 950,00
Auxilio instalagao € 1.300,00 1 € 1.300,00
Auxilio Seguro Satide €90,00 3 €270,00
Mensalidade € 1.300,00 3 € 3.900,00

Trecho aprovado: Brasil / Bélgica /Brasil
A bolsa é concedida para o periodo 10/2024 a 12/2024

Atenciosamente,

Coordenador(a) Geral de Programas Institucionais e Bolsas Internacionais

Esta assinatura independe de reconhecimento de firma, por se tratar de documento publico
- Art. 19, Inciso I - Constitui¢ao Federal do Brasil.
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Anexo F — Documento com a parceria na Universidade Libre de Bruxelles
com a Dra. Christine Delporte, no projeto de organoides de carcinoma

adenoide cistico.

UNIVERSITE LIBRE DE BRUXELLES -4-.--

Faculté  Pathophysiological and
de Médecine Nutritional Biochemistry
Campus Erasme

Route de Lennik 808, CP611
1070 Bruxelles
T :+32(0)2 55562 10

F : 32 (0)2 555 62 30

M : christine.delporte@ulb.be
0407 626 464 RPM Bruxelles

Subject: laboratory internship of Dr. Raiza Ferrera Costa,

Brussels, June 27% | 2024
To whom it may concern

As the head of the in our Laboratory of Biochemical and Nutritional Biochemistry, I
hereby certify that Ms Raiza Femeira Costa from the FUNDACAO ANTONIO
PRUDENTE A.C. CAMARGO CANCER CENTER of Sao Paulo in Brazil will
perform an internship in our laboratory at the Faculty of Medicine from the Université
Libre de Bruxelles, Brussels, Belgium.

Ms Raiza Ferreira Costa will benefit fiom a PDSE - Sandwich Doctoral Program Abroad -
88881.981893/2024-01 scholarship fellowship awarded from the CAPES, foundation
subordinate to the Ministry of Education in Brazil. Ms Raiza Ferrera Costa will perform
her research project entitled “Establishment and characterization of organoids derived
from salivary gland adenoid cystic carcinoma tumors”. The 80 days fellowship is

planned to start on October 01, 2024.
Do not hesitate to let me know if you require any further information.
Yours sincerely,

Professor Christine Delporte
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Anexo G — Documento de declaracéo de estagio préatico e observacional no
Laboratorio de Histologia, Macroscopia, Citologia e Imunoquimicas do

A.C.Camargo Cancer Center.

Q A.C.Camargo Cancer Center

Especializado em Vida

DECLARAGAO

Declaramos que a aluna Raisa Ferreira Costa, CPF: 112.726.774-43, esta regularmente
matriculada sob o n° FAP 1501 no Curso de Pds-Graduacao Stricto Sensu em Ciéncias da Fundagao

Antdnio Prudente- Area de Oncologia.

Data de ingresso: 12/04/2021

Nivel: Doutorado

Data prevista para término: 11/04/2025

Orientador(a): Dra. Claudia Malheiros Coutinho Camillo

Coorientador(a): Dr. Tiago Goss dos Santos

Titulo do projeto: Estabelecimento e caracterizagao de linhagens celulares e xenoenxertos derivados
de tumores de glandula salivar.

Declaramos também, que a aluna realizou um estagio pratico e observacional no Laboratério
de Histologia, relacionado abaixo. Esse estagio contribuiu para a sua formagao fornecendo

conhecimentos necessarios para o desenvolvimento do seu projeto de pesquisa.

Periodo: Novembro/2022 a Abril/2023

*  Estagio pratico em Microtomia (200 horas): Cortes de material histologico em parafina e
material congelado e coloragao HE;

*  Estagio Pratico em Mascroscopia (150 horas): Analise de tecidos para inclusao em parafina e
avaliagao microscopica. Essa analise compreende a selecao e corte de areas representativas
de acordo com o protocolo estabelecido;

®  Estagio Observacional (40 horas): Acompanhamento de atividades e aprendizado das
técnicas desenvolvidas nas dreas de Citologia (20 horas) e Imunohistoquimica (20 horas).

Sao Paulo, 20 de junho de 2023.

Luciana Costa Pitombeira Castelano

Supervisora Administrativa de Ensino
PPG-140/2023

Rua Professor Anténio Prudente, 211 « Liberdade * Sao Paulo / SP » CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br
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Anexo H — Documentos de declaragéo de Monitorias de disciplinas.
Oncogenética, Bioética e Métodos e Estratégias em Biologia Molecular e suas

Aplicagdes na Pesquisa do Cancer.

Relatorio de conclus3o da Q “—"'a&
Monitoria para alunos da Pés-Graduacio - Doutorado g&_ .
Nome do aluno: Raisa Ferreira Costa

" raisa.costa@accamarg o
Email: S Telefone:  1,2€+10
Nome do orientador: Cléudia Malheiros Coutinho Camilio

MONITORIA EM DISCIPLINA
Disciplina: Bioética
Periodo: 06/11/23 - 08/11/23
1)

Créditos: 4

Coordenador da Disciplina: Glauda Hajj; Tiago-Goss dos Santos e Samuel Aguiar Jr.
Comentarios do docente da disciplina: AV Uunca 1/;'

Junadedicadse B 1ob N A e
A = A.C.Camargo

Rela_tori? de conclusdoda _ Cancer Center
Monitoria para alunos da Pos-Graduacao - Doutorado e
[Nome do aluno: Raisa Ferreira Costa
— 12153, 00513 (@ACCamar g0, Telfone: 126410

= orp.br z
[Nome do orientador: Claudia Malheiros Coutinho Camillo

MONITORIA EM DISCIPLINA

Disciplina: Oncogenética

Periodo: 16/10/23 - 20/10/23
1]

) Créditos: 2

Coordenador da Disdplina: Maria Nirvana Formiga e Giovana Tardin Torrezan
C do docente da

Como coordenadora da disciplina de Oncogenética, atesto que a aluna Raisa atuou como monitora na disciplina, acompanhando

asaulas, as des dos alunos i acormreg3o das ati da disdplina no Moodle.
|Assinatura docente: 9/00\/9'\'\2 7 76(\*9%

T T

- = A.C.Camargo

Relatorio de conclusdo de ~ Canier Contar
Monitoria para alunos da Pos-Graduacao - Doutorado T

Nome do aluno: Raisa Ferreira Costa

Email: raisa. costa@accamargo. org br Telefone:  L2E+10
Nome do orientador: Claudia Malheiros Coutinho-Camillo
MONITORIA EM DISCIPLINA

Disciplina: Métodos e estratégias em Biologia Molecular e suas aplicagdes na pesquisa do Cancel|

Periodo: 10/06/24 & 05/07/24

1)
Créditos: 2

Coordenador da Discplina: Claudia Malheiros Coutinho-Camillo

do docente da i

A aluna Raisa Ferreira Costa atuou de forma consistente durante o periodo da disciplina execemndo atividades como: auxilio aos
alunos na 30 das da entrega dos trabalhos, esclarecimento de duvidas, controle da presenca.

|Assinatura docente: cak o e




Anexo | — Documento de declaracédo de Monitoria de Aluno da Dra. Claudia

Malheiros Coutinho-Camillo.

MONITORIA EM INICIAGAO CIENTIFICA
pleto do aluno IC g Adriane Knupp
1 |Periodo: 01/01/2024 & 30/08/2024
Nome do orlentador IC responsavel: Claudia Malheiros Coutinho-Camilllo
[Comentario do orientador de IC:
do projeto e do b dados através ) patologicas. Coordenou as atividades
Assinatura orientador:
luno IC qy amonitoria:
2 |periodo:
Nome do Orientador IC responsavel:
Comentirio do orientador de IC:
[Assinatura docente:
Assinatura aluno Assinatura orientador
Otk Riamsy ronws s s
Para uso da Secretaria
Lancado no sistema Arquivado no prontuario do aluno

1 ! 1 !
Responsavel: Responsavel:
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