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RESUMO

Cavalcante, ASS. Papel do Receptor Lgr5 no Progndstico e na Biologia de Sarcomas de
Partes Moles. [Tese]. Sdo Paulo; Fundacdo Antonio Prudente, 2022,

INTRODUCAO: Os sarcomas de partes moles (SPM) de alto grau sdo neoplasias
heterogéneas, de prognostico ruim e que apresentam poucas alternativas de tratamento. A
identificacdo de marcadores de resposta tumoral ao tratamento, progndstico, e até ao
desenvolvimento de novas drogas, € uma busca incessante para um melhor tratamento dos
sarcomas. Neste aspecto, o receptor Lgr5 tem um grande potencial em ser um novo alvo
molecular, sendo um marcador de células-tronco das criptas intestinais e glandulas mamarias
que também atua como um modulador negativo da sinalizacdo da via Wnt/p-catenina, uma das
mais importantes na biologia de sarcomas emerge como um promissor candidato para estudos
pré-clinicos, uma vez que ja foi demonstrada sua importancia em tumores do trato
gastrointestinal. Para isso, os modelos de tumor de xenoenxerto derivado do paciente (PDX)
representam uma plataforma valiosa para identificar novos biomarcadores e novos alvos, assim
como o Lgrb para avaliar a resposta a terapia e 0s mecanismos de resisténcia. OBJETIVO:
Este estudo teve como objetivo estabelecer, caracterizar e testar a proteina Lgr5 através de
ensaios in vitro e in vivo para desvendar a importancia de Lgr5 na biologia de SPM e estabelecer
uma estrutura integrada, convergente e translacional para o estudo deste tipo de tumor.
MATERIAIS E METODOS: Para a determinaco da expressio de Lgr5 foi estabelecida duas
coortes de estudo, uma retrospectiva oriunda do Registro Institucional de Sarcomas e uma
prospectiva, onde foram convidados pacientes operados na Instituicdo com o intuito de gerar
Patient-derived xenografts (PDX), um modelo-pré-clinico que possui a capacidade de manter
as caracteristicas moleculares dos tumores dos pacientes. Para isso, foram utilizados fragmentos
implantados em camundongos imunossuprimidos para gerar esses modelos tumorais derivados
de pacientes, além dos estudos funcionais in vitro utilizando linhagens de SPM para analise de
perfil de expressdo da proteina Lgr5 através de ensaios com imunofluorescéncia para verificar
a capacidade de expressdo de Lgr5, citometria de fluxo para verificar o padrdo e quantidade de
proteina nas amostras analisadas e western blotting para obter um padrdo de marcacdo da
proteina Lgr5. Além dos ensaios funcionais para avaliar a participacdo da proteina na
proliferacdo, se a expressdo da proteina interfere no poder migratdrio das células e tumores de
SPM e capacidade de auto renovacgdo, bem como sua associa¢do com os dados clinicos e dados
de sobrevida. RESULTADOS: O Registro Institucional retrospectivo conta com mais de 300
pacientes, ja o Registro prospectivo com 70 pacientes que derivaram a geracdo de 33 PDX. Foi
observado que pacientes com H-score superior a 20 apresentaram sobrevida global menor em
5 anos em comparacdo com o H-score de pacientes com valores inferiores a 20. Agora na outra
analise feita, 0 H-score de pacientes com valores superiores a 25 é pior em comparagao com 0S
que apresentaram valores inferiores a 25 nos dados de sobrevida livre de doenga. Além disso,
células que superexpressam a proteina Lgr5 tem maior capacidade migratoria (p= 0.02) e uma
tendéncia de aumento na proliferacdo e auto renovagdo. Realizamos o teste de implante dessas
populacdes positivas e negativas de Lgr5, separadas previamente por cell sorting. Para isso
foram utilizados animais Balb/c Nude. Sugerindo que a expressao da proteina transduzida pode
ser modulada por mecanismos compensatorios que precisam ser explorados. CONCLUSAO:
A construcdo do Registro Institucional de SPM é um grande passo para o melhor
compreendimento da biologia dos Sarcomas, além da possibilidade de estudar novos alvos
terapéuticos desse tumor raro, uma vez que 0s estudos e artigos cientificos ainda sdo muito
escassos. A geracdo dos modelos PDX também foi uma estratégia implantada muito bem
executada com a geracdo de 33 PDX de diversos subtipos histologicos. Além da proteina Lgr5



induzir a migracao celular a sua expressao esta relacionada a um pior prognéstico, uma vez que,
guanto maior a expressao de Lgr5 menor € a sobrevida global do paciente. PALAVRAS-
CHAVE: Sarcomas de partes moles, camundongos, PDX, Lgr5, biologia molecular, TMA.



ABSTRACT

Cavalcante, ASS. [Role of the Lgr5 Receptor in the Prognosis and Biology of Soft Tissue
Sarcomas]. [Tese]. Sao Paulo; Fundacdo Antonio Prudente, 2022.

INTRODUCTION: High-grade soft tissue sarcomas (STS) are heterogeneous neoplasms with
a poor prognosis and few treatment alternatives. The identification of tumor response markers
to treatment, prognosis, and even the development of new drugs, is an incessant search for a
better treatment of sarcomas. In this aspect, the Lgr5 receptor has great potential to be a new
molecular target, being a marker of stem cells of the intestinal crypts and mammary glands that
also acts as a negative modulator of the signaling of the Wnt/p-catenin pathway, one of the most
important in the biology of sarcomas emerges as a promising candidate for preclinical studies,
since its importance in tumors of the gastrointestinal tract has already been demonstrated. To
that end, patient-derived xenograft (PDX) tumor models represent a valuable platform to
identify new biomarkers and new targets, as does Lgr5 to assess therapy response and resistance
mechanisms. OBJECTIVE: This study aimed to establish, characterize, and test the Lgr5
protein through in vitro and in vivo assays to unravel the importance of Lgr5 in the biology of
PMS and to establish an integrated, convergent and translational framework for the study of
this type of tumor. MATERIALS AND METHODS: To determine the expression of Lgr5,
two study cohorts were established, a retrospective one from the Institutional Registry of
Sarcomas and a prospective one, in which patients operated on at the Institution were invited
to generate Patient-derived xenografts (PDX), a pre-model -clinical that has the ability to
maintain the molecular characteristics of patients' tumors. For this, fragments implanted in
immunosuppressed mice were used to generate these tumor models derived from patients, in
addition to in vitro functional studies using SPM strains to analyze the expression profile of the
Lgr5 protein through immunofluorescence assays to verify the ability to express Lgr5, flow
cytometry to verify the pattern and amount of protein in the analyzed samples and western
blotting to obtain a pattern of labeling of the Lgr5 protein. In addition to functional assays to
assess the protein's participation in proliferation, whether protein expression interferes with the
migratory power of SPM cells and tumors and self-renewal capacity, as well as its association
with clinical data and survival data. RESULTS: The Institutional Retrospective Registry has
more than 300 patients, while the Prospective Registry has 70 patients who derived the
generation of 33 PDX. It was observed that patients with an H-score greater than 20 had a lower
overall survival at 5 years compared to the H-score of patients with values below 20. Now in
the other analysis performed, the H-score of patients with values greater than 25 it is worse
compared to those who had values less than 25 in the disease-free survival data. Furthermore,
cells that overexpress the Lgr5 protein have greater migratory capacity (p=0.02) and a tendency
to increase proliferation and self-renewal. We performed the implant test of these positive and
negative populations of Lgr5, previously separated by cell sorting. For this, Balb/c Nude
animals were used. Suggesting that the expression of the transduced protein can be modulated
by compensatory mechanisms that need to be explored. CONCLUSION: The construction of
the Institutional Registry of PMS is a big step towards a better understanding of the biology of
Sarcomas, in addition to the possibility of studying new therapeutic targets for this rare tumor,
since studies and scientific articles are still very scarce. The generation of PDX models was
also an implemented strategy very well executed with the generation of 33 PDX of several
histological subtypes. In addition to the Lgr5 protein inducing cell migration, its expression is
related to a worse prognosis, since the higher the Lgr5 expression, the lower the overall survival



of the patient. KEYWORDS: Soft tissue sarcomas, mice, PDX, Lgr5, molecular biology,
TMA.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e fatores de risco

Os sarcomas de partes moles (SPM) sdo neoplasias raras com diferentes padrdes
morfologicos de células mesenquimais (Fletcher et al., 2002). Sdo responsaveis por cerca de
1% dos tumores malignos em adultos com uma incidéncia de aproximadamente cinco a seis
novos casos para cada 100.000 pessoas por ano, podendo se desenvolver em qualquer idade e
em praticamente todos os locais anatomicos (Doyle, 2014; Fletcher et al., 2002). Em 2015 nos
Estados Unidos foram estimados o diagnéstico de cerca de 12.000 novos casos e mortalidade
estimada em quase 5.000 mortes (Siegel et al., 2019). Segundo o American Cancer Society, em
2020, estimava-se que aproximadamente 13.460 novos Sarcomas serdo diagnosticados (5.740
em mulheres e 7.720 nos homens), com uma mortalidade de cerca de 5.350 Obitos em
decorréncia deste tumor (American Cancer Society. About Soft Tissue Sarcoma, 2020). No
Brasil ndo existem dados consolidados sobre a incidéncia de SPM, porém segundo o
DATASUS (2022), em 2021 foram diagnosticados 10.571 novos casos de neoplasia maligna
de tecido conjuntivo e de outros tecidos moles, onde 2.042 casos eram diagnosticados em
periténio e retroperitoneo (Tabnet DATASUS, 2022).

Os SPM sao originados de células mesenquimais e, por isso, constituem um grupo de
tumores muito heterogéneo, com mais de 100 subtipos (WHO, 5th, 2020), que muitas vezes
apresentam comportamento clinico especifico, assim como em abordagens terapéuticas
especificas (Sbharaglia et al., 2021), podendo ter em sua constituicdo células bem diferenciadas
como adipacitos e fibroblastos, assim como células epitelidides e neurais. Podem ainda ser
constituidos de tipos celulares de origem incerta, como os sarcomas pleomérficos e 0s sinoviais
(Fletcher, 2014; Fletcher et al., 2002; Sbaraglia et al., 2021).

Cerca de 50 a 60% dos SPM se desenvolvem nas extremidades (Aguiar Junior et al.,
2009a); entre 30 a 40% dos casos sdo identificados no tronco e abddmen, especialmente o
retroperitdbneo e, em menor frequéncia, na regido de cabeca e pescoco (Fletcher et al., 2002).
Os SPM de alto grau sdo tumores com elevada capacidade de gerar metastases, sendo o pulmao
o principal 6rgdo acometido. Podem, de modo mais raro e dependendo do tipo histolégico, gerar
metastases também para figado, ossos e linfonodos (Fletcher et al., 2002).
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Os sarcomas de partes moles sdo mais comumente diagnosticados nas extremidades,
responsaveis por 12% em membros superiores e 28% nos membros inferiores. A coxa é o local
mais comum de surgimento de SPM, sendo responsavel por 44% de todos os diagnosticados
nas extremidades classificados como lipossarcoma (LPS). Ja os sarcomas diagnosticados nas
visceras representam 22% dos SPM e incluem tumores estromais gastrointestinais (GIST) e
leiomiossarcoma uterino (LMSu). Os GISTs sdo mais comumente encontrados no estdmago
(59%), intestino delgado (31%), reto (3,3%), colon (2,7%) e esdfago (0,6%) (Hui, 2016).

Sarcomas retroperitoneais sdo responsaveis por 16% de todos os SPM, enquanto o
tronco e outros locais (incluindo cabeca e pescogo) respondem por 10% e 12%,
respectivamente. Sarcomas retroperitoneais séo tipicamente LPS e LMS (Hui, 2016).

Segundo o Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER), entre 1973
e 2008 foi observado que os sarcomas de partes moles possuem uma incidéncia maior que 0s
sarcomas 0sseos; onde em 2008, os SPM representavam cerca de 87% contra cerca de 13% dos

diagnosticos de sarcomas 6sseos (Figura 1) (Burningham et al., 2012).

Sarcomas

W Osteossarcomas
® Condrossarcoma
Sarcoma de Ewing e Sarcoma 6sseo L Sarcomas 0Sseos

Outros tumores 0sseos

m Tumores 6sseos inespecificos
™ Rabdomiossarcomas
M Fibrossarcomas

W Sarcomade Kaposi — Sarcomas de partes moles

B Outros Sarcomas de partes moles especificos

M Sarcomas de partes moles inespecificos

Fonte: Adaptado de: Burningham, Z; Hashibe, M; Spector, L; et.al. The Epidemiology of Sarcomas. 2012.

Clinical Sarcoma Research, 2:14.

Figura 1 - Novos casos de Sarcomas por histologia em 2008.

Segundo dados estatisticos do the National Center for Health Statistics (NCHS) e
SEER, entre 2004 e 2008, a idade media de diagnodstico de SPM era de 58 anos (Burningham
etal., 2012).
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1.2 Aspectos clinicopatoldgicos e diagndstico

A classificacdo dos SPM ¢ baseada principalmente nas caracteristicas microscopicas.
Algumas pesquisas recentes demonstraram que diversos subtipos diferentes de SPM podem ser
muito semelhantes microscopicamente. Contudo, os testes para classificagdo os varios tipos de
sarcoma de partes moles séo fundamentais para decidir o melhor tratamento para cada paciente
(About Soft Tissue Sarcoma, 2020; Fletcher CDM, 2013).

1.2.1 Subtipos histolégicos mais frequentes.

1.2.1.1 Tumores adipociticos

As entidades caracterizadas por diferenciacdo adipocitica, os sarcomas adipociticos sao
classificados de acordo com o grau de agressividade: benignos, intermediarios e malignos, onde
cada subgrupo tera uma abordagem de tratamento diferente.

Os tumores malignos de origem adipocitica incluem lipossarcoma bem diferenciado
(LPShd), lipossarcoma mixéide (LPSm), lipossarcoma desdiferenciado (LPSdd), lipossarcoma
pleomorfico (LPSp) e lipossarcoma mixodide pleomérfico (LPSmp) (Saifuddin et al., 2021). O
LPSm é diferenciado de outros lipossarcomas baseado em caracteristicas clinicas, incluindo
idade no diagndstico relativamente menor, preferéncia pelos membros inferiores, com um
padrdo unico de metéstases devido a sua tendéncia de se espalhar para sitios extrapulmonares,
como retroperitonio, axila e outros locais em partes moles (Saifuddin et al., 2021).

Histologicamente, o0 LPSm é um tumor com multiplos nddulos de celularidade baixa a
intermedidria com estroma mixdide proeminente abundante em &cido hialurénico e com
vasculatura plexiforme. LPSm de alto grau é definido como > 5% do tumor com um
componente de células redondas baseado em areas hipercelularizadas com nucleos sobrepostos
mostrando células com morfologia arredondada e alta relagdo nucleo/citoplasma. O ensaio por
hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) com sonda DDIT3 é um marcador sensivel e
especifico para LPSm (Mujtaba et al., 2021; Saifuddin et al., 2021). Eles possuem translocacdes
cromossdmicas que levam a fusfes génicas, com translocacdo t (12;16) (ql3; p12) a qual
aparece citogeneticamente na maioria dos casos (cerca de 95%) (Mujtaba et al., 2021).

J& 0s LPShd e LPSdd compartilham amplificacfes na regido cromossdmica 12q13-15;

essas amplificacbes afetam constantemente murino duplo minuto 2 (MDM2) (100%) e



21

frequentemente quinase 4 dependente de ciclina (CDK4) (90%) (Kammerer-Jacquet et al.,
2017; Thway, 2019). Essas amplificagdes podem ser detectadas usando o método FISH.

O lipossarcoma mixoide pleomorfico € descrito com maior ocorréncia em criangas e
adolescentes com predominancia do sexo feminino. Os sitios anatdmicos mais comuns sdo
representados pelo mediastino seguido dos membros e regido de cabeca e pescogo (Sharaglia
etal., 2021).

O LPSmp mostra caracteristica mixoide (presenca de uma rede vascular de tamanho
capilar rico em fundo mixdide) alem da presenca de lipoblastos pleomorficos (lipossarcoma

pleomorfico) (Sharaglia et al., 2021).

1.2.1.2 Tumores vasculares

J& o grupo de neoplasias com diferenciacdo endotelial também é muito heterogéneo
tanto em termos de grau de morfologia de formacdo de vasos quanto de comportamento
biolégico. O hemangioma anastomosante que é frequentemente classificado como
angiossarcoma, a atipia endotelial é leve e nunca estd associada a multicamadas, como é
tipicamente observado no angiossarcoma (Sbharaglia et al., 2021).

Outro subtipo histoldgico € o tumor fibroso solitario que representa um desafio
diagnostico porque pode simular muitas entidades tumorais mesenquimais e ndo mesenquimais.
A presenca da imunocoloracdo difusa de STAT6, revela uma fusdo no gene ao qual certamente

contribuiu para melhorar a acuréacia diagndstica. (Miyata et al., 2018).

1.2.1.3 Tumores de musculo liso

Dentre os tumores de musculo liso, estdo presentes os tumores que contém atipia
nuclear, atividade mitdtica aos quais sdo comumente designados leiomiossarcomas para
demonstrar seu potencial maligno e capacidade para gerar metastases. A maioria dos casos
diagnosticados como leiomiossarcomas de partes moles sdo de grau alto ou intermediério, e 0s
tumores de baixo grau séo raros (Miettinen, 2014).

Imunohistoquimicamente, os leiomiossarcomas séo quase invariavelmente e fortemente
positivos para actina de masculo liso (SMA), mas a positividade para SMA por si s6 ndo é
suficiente, pois os tumores miofibroblasticos (fasceite nodular, sarcomas miofibroblasticos)
tambem s&o positivos. A maioria também evidencia uma positividade (70-80%) para desmina.

A maioria dos casos é positiva para caldesmon miosina de musculo liso (Miettinen, 2014).
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1.2.1.4 Tumores do musculo esquelético

Os tumores malignos que mostram diferenciacdo do musculo esquelético sdo mais raros,
mantendo sua grande relevancia por representarem o maior subconjunto de sarcomas de tecidos
moles em bebés e criangas (J. H. Choi & Ro, 2021).

Com as diferencas significativas de progndstico, muita énfase tem sido colocada nos
ultimos anos na distin¢cdo mais precisa e reprodutivel entre as variantes. Em 2020, a World
Health Organization (WHO) subdividiu os Rabdomiossarcomas (RMS) em 4 tipos,
embrionério, alveolar, pleomorfico e de células fusiformes/esclerosante (Kohashi et al., 2020).
O RMS de células fusiformes/esclerosante é classificado em trés subtipos com base em
alteracbes geneéticas: (1) RMS de células fusiformes congénitas com rearranjos
VGLL2/NCOAZ2/CITED2, MYOD1 e alguns subtipos com rearranjos TFCP2/NCOAZ2 (J. H.
Choi & Ro, 2021).

O rabdomiossarcoma embrionadrio (RMSe), histopatologicamente apresenta células
estreladas com citoplasma levemente anfofilico e nucleos ovais centrais e representam a
extremidade mais primitiva (Agaram, 2019). A medida que essas células se diferenciam, elas
adquirem maior eosinofilia citoplasmatica. Essa caracteristica diferencial, tende a ser mais
facilmente detectada apds o tratamento com quimioterapia, pois os elementos diferenciados
caracterizam-se pela populacdo celular predominante, separados pela necrose e fibrose
induzidas pela terapia (Moutinho et al., 2015). O estadiamento desse subtipo tumoral é preditivo
do desfecho. Os tumores mistos embrionarios/alveolares, no que diz respeito a um melhor
desfecho, a localizacdo tumoral é bastante importante, além da idade do paciente ao diagnostico
(Moutinho et al., 2015).

J& 0 Rabdomiossarcoma alveolar (RMSa) mostra algumas caracteristicas citologicas de
células redondas que se assemelham aos linfomas, mas com diferenciacdo mioblastica primitiva
(Pappo & Gartrell, 2020). As caracteristicas morfologicas variam de acordo com a presenca ou
auséncia de estroma fibroso e histologia embrionaria. Os RMSa tipicos geram septos
fibrovasculares que separam as células tumorais em espécies de ninhos, com aglomerados
centrais de células com perda de coesdo na periferia. Células gigantes com diferenciacdo
rabdomioblastica sdo comumente encontradas. Casos ocasionais mostram morfologia de
celulas claras e podem se assemelhar a carcinoma de células claras ou lipossarcoma (Moutinho
et al., 2015). Dados preliminares indicam que as fusfes genéticas predizem o resultado, com

tumores positivos para PAX7/FKHR se comportam com caracteristicas mais benignas do que
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0s positivos para fusbes de PAX3/FKHR (Moutinho et al., 2015), além de alteracGes
caracterizadas pela fusdo das proteinas PAX3-FOXO1 e PAX7-FOXO1 (Pappo & Gartrell,
2020).

Os rabdomiossarcomas pleomdrficos sdo compostos por celulas indiferenciadas
redondas a fusiformes e uma mistura de células poligonais com citoplasma denso e eosinofilico
com contornos fusiformes (Domanski & Walther, 2017). Achados de rabdomioblastos
poligonais pleomdrficos nas coloracBes de rotina de hematoxilina e eosina juntamente com
evidéncia imunohistoquimica de pelo menos um marcador especifico do musculo esquelético é
necessario para o diagndstico desse subtipo tumoral (Moutinho et al., 2015). O progndstico, é
ruim e fatores progndsticos confidveis ainda precisam ser desenvolvidos. Anélises de duas
séries com seguimento, num total de 38 pacientes, 28 (74%) pacientes morreram da doenca
(Moutinho et al., 2015).

Além dos subtipos descritos acima, existem também os fibrossarcomas que geralmente
se desenvolvem na fascia e nos tendfes dos SPM, mas também podem ocorrer nos 0Ss0S COMo
um tumor primario ou secundario na medula. Os fibrossarcomas sao caracterizados por células
fusiformes, com nucleos ovais. Apresentam grau leve a moderado de pleomorfismo. A
vimentina é um marcador que pode indicar a origem de células mesenquimais e pode ser o Unico
marcador positivo desses tumores. Além disso, a actina do musculo liso e a desmina séo
marcadores miogénicos comuns, que muitas vezes servem para representar a diferenciacéo
miofibroblastica. Em contrapartida, um marcador de proteina S-100 positivo seria indicativo de

um tumor de bainha neural (Davis, 2022).

1.2.2 Estadiamento

Para 0os SPM, a classificacdo e o estadiamento € dependente da localizacdo tumoral e foi
revisado e atualizada na 82 edicdo do Manual de Estadiamento do Cancer do American Joint
Committee on Cancer (AJCC).

O tumor é classificado de acordo com o grau histoldgico (baixo grau: grau 1, moderado
e alto grau: graus 2 e 3) e na classificagdo TNM (T: extensdo do tumor primario; N: auséncia
ou presenca e a extensdo de metastase em linfonodos regionais; M: auséncia ou presenca de
metastase a distancia) de SPM. Com a analise desses fatores, o tumor é entdo classificado com
o estadiamento, sendo estagio I, I1, 1l e IV, sendo o estagio | 0 mais baixo e o IV o mais alto.

Ent&o, qualquer tumor de tronco e extremidade classificado como qualquer (qq) TN1IMO qq G
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é um tumor de estdgio 1V. J& o tumor retroperitoneal qq TN1MO qq G é classificado como
estagio I11B (Tanaka & Ozaki, 2019).

Vale destacar que existem hoje diversas entidades que classificam de maneiras
diferentes os SPM, bem como outros tipos tumorais. A Union for International Cancer Control
(UICC) sediada em Genebra na Suica, Fédération Nationale des Centers de Lutte Contre
Cancer (FNCLCC) com sede em Paris na Franca, sdo instituicdes que classificam os tumores
com alguma modificacdo ou ndo em comparacdo com a AJCC, entidade esta que a Instituicdo

usa para classificar os SPM.

123 Tratamento

A cirurgia com margem oncoldgica é uma importante estratégia terapéutica em SPM,
sendo muitas vezes escolhida como tratamento primario, especialmente em tumores de baixo
grau (Aguiar Junior et al., 2009a). A radioterapia, adjuvante ou neoadjuvante, reduz as taxas de
recidiva local e € utilizada para os casos de tumores ndo passiveis de ressec¢do adequada ou de
alto grau. Eventualmente pode haver combinacdo com radioterapia e quimioterapia antes da
cirurgia, entretanto, ainda se debate o valor desse tipo de associacdo em SPM (Pasquali &
Gronchi, 2017). O tratamento com Doxorrubicina, Dacarbazina e Ifosfamida é o mais utilizado e
se mostrou com taxa de resposta completa proxima a 20% na doenc¢a metastatica (Aguiar Junior
etal., 2009b). No entanto, seu uso no cenario pré ou pos-operatorio ainda é bastante controverso
(Spencer et al., 2017).

Embora os tratamentos convencionais como a quimioterapia e radioterapia
convencional continuam sendo a principal escolha para tratar muitos SPM, novos estudos vém
se concentrando na terapia-alvo, como a imunoterapia (Demetri et al., 2002).

Sabe-se que, a analise minuciosa da composicdo genética do tumor tem reflexos para a
terapia-alvo. Os tumores estromais gastrointestinais (GIST) sdo uma classe de Sarcomas que
surgem das células gastrointestinais intersticiais de Cajal, que sdo responsaveis pela contracao
da musculatura lisa. De maneira geral, os GISTs tém se mostrado resistentes a tratamentos
tradicionais como a quimioterapia e radioterapia. Foram encontradas mutagtes em KIT e
PDGFRA, o que é fundamental para distingui-los de outros sarcomas de origem
gastrointestinais, como alguns leiomiossarcomas, por exemplo. Importante destacar que o0s
inibidores de tirosina quinase se mostraram eficazes para GIST baseado nas mutacoes

apresentadas. Imatinib (inibidor de tirosina quinase de c-Kit e PDGFR) é o padrdo de tratamento
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de primeira linha para GISTs no cendrio neoadjuvante, adjuvante e metastatico (Hall et al.,
2019).

Outros subtipos com mutacdes definidas sdo os lipossarcomas bem diferenciados
(LPShd) e os lipossarcomas desdiferenciados (LPSdd) que compartilham mutacdes genéticas
semelhantes, mas fenotipicamente se comportam de maneira muito diferente. O LPSdd, no
geral, cresce mais rapidamente, pode invadir e obstruir estruturas e pode responder melhor a
quimioterapia. JA& o LPSbd o crescimento ¢ mais lento e normalmente ndo responde a
quimioterapia. Tanto o LPSdd quanto o LPShd frequentemente tém amplificaces homdlogas
de MDM2, que codifica uma proteina responsavel pela ubiquitinagdo de p53 que direciona a
proteina para degradagdo via proteassomo. Nutlins sdo uma classe de drogas que inibem a
supressdo de p53 mediada por MDM2 (Impicciatore et al., 2010). Alguns estudos mostram que
muito embora a inibicdo de MDM2 possa aumentar os niveis de p53, ela ndo parece tornar a
proteina p53 mais ativa, e terapias combinadas podem ser necessarias (Hall et al., 2019).

A imunoterapia, incluindo os inibidores checkpoint imunoldgico, tornou-se uma
estratégia de tratamento nova e excitante para muitos tumores solidos e tem demonstrado
atividade notavel em varios canceres refratarios a quimioterapia, induzindo longos periodos de
remissdo em algumas malignidades. Os inibidores de checkpoint imunol6gico PD-1/PD-L1 e
CTLA-4 estdo sendo explorados recentemente em sarcomas. A expressdo de PD-L1 por
imunohistoquimica em 221 sarcomas que mostrou que 57% expressavam PD-L1 e que 54,8%
eram positivos para PD-1 (Ayodele & Abdul Razak, 2020), com respostas significativas e
duraveis observadas em alguns pacientes, mas as respostas gerais sdo inferiores a 20%.
Biomarcadores de resposta a inibidores de checkpoint imunoldgico no sarcoma continuam
sendo uma area de grande interesse (Hall et al., 2019). Porém, essa integracdo ¢ um desafio
uma vez que, a atuacgdo clinica de desses inibidores de checkpoint em SPM € bastante variavel
e esta intimamente ligado ao subtipo histoldgico, perfil molecular e estratégia de tratamento
neo e adjuvante (Italiano et al., 2020; Saerens et al., 2021).

A utilizacdo de inibidores checkpoint como agente terapéutico para SPM como dito €
desafiadora, dada a raridade e heterogeneidade da doenga. Alguns estudos mostram que a
resposta terapéutica foi consideravel em sarcoma de Kaposi, sarcoma alveolar e sarcoma
pleomdrfico indiferenciado, embora outros subtipos também se beneficiem (Zhu et al., 2020).

Estudos recentes revelaram caracteristicas a nivel do DNA, onde os sarcomas podem
ser de maneira geral categorizados em dois grupos principais: o primeiro contendo 0s sarcomas
com alteragfes cromossomicas simples e especificas (muitas vezes translocacfes) além de uma

carga mutacional baixa, e 0 segundo com caracteristicas de numerosas aberracdes no numero
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de copias e com cargas mutacionais moderadas. Os subtipos comuns associados a translocacdo
incluem sarcoma sinovial, lipossarcoma mixoéide, sarcoma de Ewing, sarcoma alveolar e
rabdomiossarcoma alveolar, ja os subtipos relacionados ao nimero de cépias incluem sarcoma
pleomorfico indiferenciado, lipossarcoma desdiferenciado, Tumor maligno da bainha do nervo
periférico e leiomiossarcoma. As caracteristicas biologicas desses dois grupos sugeriram um
potencial particular para uso de inibidores checkpoints por serem mais imunogénicos (Italiano
etal., 2020; Zhu et al., 2020).

1.24 Caracterizacdo molecular de sarcomas de partes moles

No ano de 2010 o estudo liderado pelo pesquisador Samuel Singer do Memorial Sloan
Kettering Cancer Center (MSKCC) analisou mais de 200 casos de SPM, incluidos nos sete
subtipos histologicos mais comuns (mixofibrossarcoma, lipossarcoma pleomorfico,
leiomiossarcoma, lipossarcoma desdiferenciado, lipossarcoma mixoide, sarcoma sinovial e
GIST) (Barretina et al., 2010a). A analise integrada de genémica e transcriptdbmica demonstrou
alteracdes moleculares mais frequentes em SPM que traz novas possibilidades para terapias-
alvo (Barretina et al., 2010).

O estudo revelou que entre os genes frequentemente alterados estdo o TP53, NF1 e
PIK3CA e também amplificacdo de CDK4 (Barretina et al., 2010b). As altera¢Ges identificadas
em PIK3CA e CDK4 revelam um subconjunto de tumores que podem responder ao tratamento
utilizando inibidores de PI3K e inibidores de mTOR em sarcomas deficientes em NF1, pois sua
perda da funcdo promove a ativacdo da via mTOR (Barretina et al., 2010).

E sabido que a caracterizagio do perfil de alteragdes moleculares [expressdo génica
(RNA-seq), numero de copias e exoma completo] de mais de mil linhagens tumorais séo
utilizadas rotineiramente na pesquisa oncoldgica, a The Cancer Cell Line Encyclopedia
Consortium (CCLE) (Barretina et al., 2012), liderada por pesquisadores da Broad Institute e
Novartis Institutes for Biomedical Research e o The Cancer Genome Project - Genomics of
Drug Sensitivity in Cancer (GDSC) (Garnett et al., 2012), liderada pela Wellcome Trust Sanger
Institute e Massachusetts General Hospital. Ambas as iniciativas além de realizar o
sequenciamento completo das linhagens também realizaram andlises high-throughput com
centenas de drogas com o intuito de definir o perfil de sensibilidade e resisténcia das linhagens
tumorais (Barretina et al., 2012; Haibe-Kains et al., 2013). Assim como 0 TCGA, os dados de

sequenciamento estdo acessiveis ao publico e, portanto, disponiveis para analise.
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O consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA) conduziu um estudo semelhante
(Abeshouse et al., 2017b). As principais alteragdes identificadas no estudo do Memorial foram
encontradas também, como as alteracdes em TP53, CDK4, NF1 e PIK3CA (Abeshouse et al.,
2017). Ambos os estudos abrem inimeras possibilidades de busca por novos alvos terapéuticos,
uma vez que os dados estdo abertos e disponiveis para a comunidade cientifica.

Nesse aspecto, o portal CBioportal (http://www.cbioportal.org/) permite que os dados
desses consorcios (e de outros tipos tumorais) sejam facilmente visualizados. Por exemplo, a
Figura 2 apresenta a sobrevida dos pacientes portadores de SPM utilizados no estudo do
TCGA.
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Fonte: The Cancer Genome Atlas, grafico adaptado do CBioportal (http://www.chioportal.org).

Figura 2 - Sobrevida global de pacientes portadores de sarcomas de partes moles.

1.2.5 O papel do receptor Lgr5 na biologia de células mesenquimais

Os receptores acoplados a proteina G sdo uma classe importante de proteinas de
membrana que transmitem sinais extracelulares através de hormonios, neurotransmissores,
citocinas, entre outros (Hutchings et al., 2017). A disfuncdo desses receptores esta associada a
muitas doencas, e alvos de grande interesse para pesquisa e a industria farmacéutica (Hutchings
etal., 2017).

Um membro desta classe é a familia de receptores Lgr (Leucine Rich Repeat Containing
G Protein-Coupled Receptor) (de Lau et al., 2014). Os Lgr sdo subdividos em 6 membros, onde

se destaca o Lgr5, um marcador de células-tronco das criptas intestinais e glandulas mamarias
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(de Lau etal., 2014). O Lgr5 também atua como um modulador negativo da sinalizagdo Wnt/[3-
catenina. Esta via € uma das mais importantes na biologia de sarcomas, inimeras alteraces
moleculares em componentes desta via estdo frequentemente associadas aos mecanismos de
sarcogénese (Carmon et al., 2017; de Lau et al., 2014). As proteinas denominadas R-spondins
sdo ligantes de alta afinidade de Lgr5 e também s&o capazes de modular a via de Wnt (Kumar
et al., 2014). A Figura 3 ilustra o papel do receptor Lgr5 na biologia de células epiteliais

intestinais.

, Wnt BMP EGF = CFri
\ / with | -catenin| Stemness

Paneth cell

Gmad®
\\. Smad1/5/8

R-spondin

Legenda: (Sato & Clevers, 2013). A) Esquema da estrutura epitelial intestinal com a presenca de células-tronco.
Gradientes de concentracdo de Wnt, BMP e EGF séo formados ao longo do eixo da cripta intestinal. B) Esquema
do nicho de células-tronco intestinais. As células colunares da base da cripta (CBC) sdo Lgr5+ e estdo intimamente
associadas as células de Paneth que fornecem os sinais para a manutencao do estado de stemness. C) Trés sinais
(EGF, Notch e Wnt) sdo essenciais para a manutencdo do potencial das células Lgr5+, enquanto BMP regula
negativamente estes sinais. Para a ativagdo completa da via de Wnt sdo necessarios estimulos oriundos da

sinalizacdo de R-Spondina e os receptores Lgr4/5.

Figura 3 - Localizacdo histoldgica de células-tronco do epitélio intestinal.

O estudo do papel do receptor Lgr5 impactou sobremaneira o desenvolvimento de
modelos celulares em carcinoma colorretal e propiciou um grande salto na compreensao dos
mecanismos associados a carcinogénese intestinal (Barker et al., 2010; de Lau et al., 2014; Sato &

Clevers, 2013).
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Lgr5 é o marcador de células-tronco mais amplamente reconhecido, incluindo lingua,
estdbmago, pancreas, figado, intestino grosso rim, glandula mamaria e endométrio, sendo
considerado como um potencial marcador universal de células-tronco do epitélio (Clevers,
2011; Yang et al., 2015).

O Lgr5 é regulado positivamente em uma fracdo substancial de tumores solidos,
encontrando-se expresso em cancer de ovario, figado e pulmdo. Um estudo demonstrou que o
Lgr5 marca uma populacdo de células-tronco localizadas na base das glandulas do epitélio
gastrico e essas células também podem iniciar a tumorigénese gastrica (Leushacke et al., 2017;
Phesse & Sansom, 2017).

A funcdo de Lgr5 em células tumorais parece ser dependente do tipo de tumor, com
atividade semelhante ao supressor de tumor em células de cancer de colon e figado e atividade
promotora destes em outros tipos de células de cancerigenas (Carmon et al., 2017; Fujii & Sato,
2017; Phesse & Sansom, 2017). A superexpressao de Lgr5 também foi detectada no cancer de
mama, sendo associada com a promoc¢do da mobilidade celular, formacdo de tumores e
transicdo epitélio-mesénquima, através da ativag¢ao da via Wnt / B-catenina (Trejo et al., 2017;
Yang et al., 2015).

Além disso, um estudo mostrou que células Lgr5+ possuem um potencial regenerativo
de células miogénicas para o tratamento de doencas musculares degenerativas, além de
evidenciarem a formacdo de sarcomas a partir dessas células (Kumar et al., 2014).

Poucos estudos ainda investigam a funcdo de Lgr5 em sarcomas, com destaque a um
tipo de sarcoma 6sseo, 0s Sarcomas de Ewing (Pedersen et al., 2016; Scannell et al., 2013). No
que se refere ao SPM foi conduzido um estudo onde foi avaliado o perfil de expresséo de Lgr5
e foi verificado que a baixa expressdo da variante denominada GPR49A5 esté correlacionada a
um pior prognostico (Rot et al., 2011).

Contudo, uma andlise dos dados gerados nos dois grandes estudos conduzidos pelo
Memorial e pelo TCGA realizada no CBioportal indica que alteragdes em Lgr5 séo relevantes
para SPM. A expressdo de Lgr5 indica uma alta prevaléncia de amplificacdo (Copy number
alteration) e superexpressao de mMRNA em ambos os grupos, onde foi verificado aumento de
expressdo em 15% e 25% dos casos, respectivamente.

Os dados do TCGA (Abeshouse et al., 2017a) também permitem que sejam calculadas
as curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca. Em ambas as analises € possivel
identificar uma diminuicdo significativa da sobrevida em pacientes que apresentam

amplificagdo de Lgr5 (Figura 4).



30

7 \\\
50% 4 1

Surviving
§
.3
Disease Free

40% 4 — 0%
los ‘\
30% 4 + 30% ]’_.Ll
A‘Lo—q—«—‘
20% - 20% L + el
- +~—¢

10% - 10% 4
0% 0%

2 % ) 80 100 120 140 160 180 5 = s . - n Py A5

Months Survival Months Disease Free

#total cases #cases deceased median months #otal cases #cases relapsed median months
survival

Vi
Cases with Alteration(s) in Query Gene(s) 37 20 34.46 Cases with Alteration(s) in Query Gene(s 30 20
Cases without Alteration(s) in Query Gene(s) 205 72 76.35 Cases without Alteration(s) in Query Gene(s) 185 99

W Cases with Alteration(s) in Query Gene(s)
W Cases without Alteration(s) in Query Gene(s)

Logrank Test P-Value: 9.787e-4

W Cases with Alteration(s) in Query Gene(s)
W Cases without Alteration(s) in Query Gene(s)

Logrank Test P-Value: 0.0104
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SPM com altera¢do em Lgr5 (curva vermelha) e sem alteracdo (curva azul).

Fonte: Dados obtidos do estudo conduzido pelo TCGA (Fletcher, 2017) e processados pelo CBioportal. Anélise

estatistica pelo teste Logrank.

Figura 4 - Anéalise de sobrevida por Kaplan-Meier.

Esses resultados destacam a importancia de Lgr5, em SPM e sugerem que seu papel ndo
se restringe somente as células-tronco tumorais de neoplasias do sistema gastrointestinal, mas

também em tumores de origem mesenquimal.

1.2.6 Integracdo de dados gendmicos com modelos pré-clinicos

Uma caracteristica importante sobre o estudo de sarcomas é a utilizagdo de
metodologias que permitam o desenvolvimento da pesquisa translacional e que,
consequentemente, trazem beneficios clinicos com maior eficécia e velocidade, especialmente
para pacientes com subtipos mais raros de SPM (Hoffmann, 2014). A heterogeneidade das
células tumorais traz a necessidade de busca por novas terapias individualizadas, além da
necessidade de desenvolvimento de modelos pré-clinicos que melhor representem a
heterogeneidade tumoral (Day et al., 2015). Entre as tecnologias que tem se destacado
encontram-se aquelas que séo derivadas do material tumoral do paciente, como 0s Xxenoenxertos

e 0s organoides.

disease free

4218
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1.2.7 Patient derived xenografts (PDX) - Uma abordagem para a medicina personalizada

Modelos animais para estudos de tumores sdo essenciais para desenvolver novas
estratégias para o tratamento da doenga, entre eles destacam-se 0s camundongos geneticamente
modificados e xenoenxertos (Siolas & Hannon, 2013). Apesar da contribui¢do fundamental que
os camundongos geneticamente modificados tém trazido para a compreensao da carcinogénese
devido a uma grande heterogeneidade encontrada nos tumores humanos que néo se reproduz
nesses modelos (Gandara et al., 2015). Por outro lado, a disponibilidade de novas linhagens de
camundongos imunodeficientes, como NOD scid gamma (NSG), fortaleceu os modelos de
xenotransplantes por aumentarem a eficiéncia de enxertia de células humanas (Shultz et al.,
2005). Isso permite explorar a individualidade e heterogeneidade de tumores dos pacientes e
estudar suas caracteristicas Unicas, até mesmo as incertezas relacionadas a progresséo tumoral
(Aparicio et al., 2015a). A técnica é bastante simples e baseia-se na enxertia de um fragmento
tumoral (fresco ou criopreservado) em camundongos imunodeficientes (Rogue-Lima et al.,
2019). Os tumores que se desenvolvem como PDX preservam a heterogeneidade genética dos
tumores humanos e sdo bons preditores de resposta a terapia (Byrne et al., 2017). O uso deste
modelo, porém, torna-se limitado caso os tumores sejam propagados por muitas passagens em
camundongos (Ben-David et al., 2017). Portanto, os PDX emergem como uma plataforma
promissora para a oncologia personalizada, com o potencial de identificar, em tempo real, a
melhor droga para o tratamento de pacientes (Garralda et al., 2014; Picco et al., 2017). Vale
destacar que o National Cancer Institute determinou que o painel de linhagens celulares
conhecidos como NCI-60, utilizado durante décadas como plataforma de teste de novas drogas,
sera substituido por um repositério composto de PDX e culturas derivadas (Ledford, 2016).
Outras iniciativas formadas ao redor do mundo estdo criando Bancos de PDX, como o
EurOPDX, um consorcio que reline dezesseis instituicdes européias com mais de 1500 PDX
(Ledford, 2016); o Jackson Laboratoriais, Dana-Farber Cancer Institute (Townsend et al., 2016)
e industrias farmacéuticas, como a Novartis (Gao et al., 2015). Recentemente, o National
Institutes of Health anunciou o Precision Medicine Initiative (PMI) que ira investir 142 milhdes
de dolares para criar na Mayo Clinic o maior biobanco do mundo. Em conjunto, esses dados
nos encorajam a ser protagonistas neste campo no Brasil e América Latina através do
estabelecimento do primeiro biorrepositorio de PDX no Brasil.

Um estudo demonstrou que PDX de sarcomas apresentam um indice de “pega” de 76%

dos casos implantados deram origem a xenoenxertos e com alta taxa de correlagdo (81%) entre
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o perfil de resposta dos PDX com a resposta terapéutica observada nos pacientes (Stebbing et
al., 2014). A integracdo entre achados genémicos com PDX para identificacdo de alvos
terapéuticos também tem sido amplamente estudado, como em um caso raro de sarcoma
pediatrico onde foi identificado que inibidores de CDK4/6 e XPO1 podem ser utilizados para o
tratamento deste tipo particular de tumor (Haibe-Kains et al., 2013). Estratégia semelhante foi
realizada em rabdomiossarcoma alveolar, onde foi observado que esse tipo de tumor apresenta
alteracdes da via de mal-dobramento de proteinas (unfolded protein response) que pode ser
tratado com inibidores de HSP90 e WEEL (Stewart et al., 2018). Proteinas associadas a biologia
de células-tronco, como ALDH1 e LOX também foram identificadas como moduladoras de
tumores rabdodides malignos, um sarcoma pediétrico raro (Golan et al., 2018).



33

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi explorar a expressao da proteina Lgrb em um Registro
Institucional de Sarcomas e criar uma plataforma de experimentacdo baseada em patient-

derived xenografts (PDX) para estudo da biologia tumoral de sarcomas de partes moles.

2.2 Objetivos especificos

1. Criagéo do Registro Institucional de Sarcomas de Partes Moles.

a. Criacdo e estruturacdo do registro de dados clinicos de pacientes atendidos na
instituicdo com diagnoéstico de sarcoma através da criacdo de registro de dados
retrospectivo e prospectivo, de carater institucional, para que seja disponibilizado
aos pesquisadores do A.C. Camargo Cancer e utilizado em pesquisas relacionadas
ao tema.

b. Confeccdo de Tissue microarrays (TMA) com amostras tumorais oriundas de
pacientes do Registro Institucional e de uma coorte prospectiva das quais foram
gerados patient-derived xenografts. Os TMAs foram utilizados para caracterizagéo
por imuno-histoquimica.

2. Criacdo da plataforma de estudos preé-clinicos baseadas em patient-derived
xenografts.
A partir de amostras tumorais frescas oriundas de peca cirdrgica de pacientes
operados no A.C. Camargo Cancer Center.

3. Realizacédo de imuno-histoquimica para Lgr5 em Tissue Microarrays de sarcomas
de partes moles de alto grau.
Avaliou-se todos os subtipos histolégicos adicionados no Registro Institucional de
Sarcomas de partes moles e na coorte prospectiva do objetivo 2.
4. Realizagdo de estudos funcionais in vitro e in vivo para avaliar o potencial
terapéutico de Lgr5 em sarcomas de partes moles
a. Investigar o efeito de perda e ganho de funcdo de Lgr5 (superexpressao) em relacao

a proliferagdo, migragdo, invasdo e capacidade de formacao de metéstases.
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b. Os estudos in vivo em camundongos imunodeficientes nudes para as linhagens

celulares comerciais.
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3. METODOLOGIA

3.1 Casuistica

Para esse estudo, foi estabelecida duas coortes de estudo, uma retrospectiva oriunda do
Registro Institucional de Sarcomas e uma prospectiva, onde foram convidados pacientes que
receberam o diagnostico de sarcomas de partes moles e que foram operados na Instituicdo para
que a partir de fragmentos tumorais oriundos das cirurgias dos pacientes fosse possivel a

geracdo de uma plataforma de Patient-derived xenografts (PDX).

3.1.1 Registro Institucional de Sarcomas de partes moles (RISPM)

A estratégia para elaboracdo do registro retrospectivo foi baseada na busca dos dados
demogréaficos clinicos, epidemioldgicos e dados relacionados ao tratamento dos pacientes
atendidos na instituicdo desde a sua inauguracdo (1953), atraves da pesquisa de prontuarios
fisicos digitalizados e prontuario eletrdnico.

Para a identificacdo dos pacientes tratados na institui¢do, foi realizada uma busca dos
seguintes unitermos: sarcoma; CID-10 C49; CID-10 C41; como se trata de registro amplo e
institucional, selecionamos pacientes atendidos de todas as idades, com todos os subtipos e
graus histoldgicos, todas as topografias, com ou sem tratamento (cirurgia, quimioterapia e
radioterapia) e que operaram no hospital, sendo excluidos os pacientes que realizaram apenas
revisao de laminas ou que foram avaliados como consulta Unica.

Considerando o elevado numero de casos de sarcomas atendidos no hospital, esta
iniciativa foi iniciada com os dados anatomopatolégicos do banco elaborado pela Dra. Isabela
Werneck da Cunha do Departamento de Anatomia Patoldgica, que foi estimado em
aproximadamente 2 mil casos, ao qual passou por revisao histoldgica e foi usado como ponto
de partida para a selecdo dos primeiros casos a serem adicionados no Registro ao qual foi
constituido segundo aprovacdo do CEP n° 2488/18 (Anexo 1).

O Registro foi elaborado na plataforma online e gratuita Research Eletronic Data
Capture (REDCap, disponivel no endereco http://project-redcap.org/) dentro das politicas da
Instituicdo com autorizagdo do Comité de ética. O REDCap permite o armazenamento de dados
de forma segura, em dominio institucional com os dados criptografados e protegidos por senha
e permite 0 acesso aos dados apenas por pessoas autorizadas pelo guardido que é a propria

Instituicdo e pelo responsavel descrito pelo Comité de ética.
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As variaveis definidas para construcdo do registro retrospectivo estdo descritas no
Adendo 1.

A estruturacdo do registro foi coordenada pela equipe responsavel pelo presente
projeto, ficando sob responsabilidade da enfermeira de pesquisa do nucleo de tumores
colorretais e sarcomas a criacdo do registro de dados na plataforma escolhida, bem como
suporte de treinamento a alunos vinculados a projetos relacionados a tematica, de forma a
garantir que todos os responsaveis pela coleta de dados sejam autorizados pela equipe para esta
funcdo e capazes de garantir a confiabilidade das informacdes registradas.

No que se refere ao Registro Prospectivo, foi criado um registro de dados na mesma
plataforma REDCap com acesso aos dados apenas a pessoas autorizadas, contendo as mesmas
caracteristicas de seguranca descritas acima. A perspectiva é de que este projeto, bem como 0s
registros gerados, continue sendo alimentado. As variaveis definidas para construcdo do
registro prospectivo estdo descritas no Adendo 2.

O compartilhamento dos dados, tanto do registro retrospectivo como do prospectivo,
com demais membros da instituicdo poderdo ser viabilizados mediante solicitacdo formal e
avaliacdo pela equipe responsavel pelo registro, com a intencdo de garantir a seguranca dos
dados, utilizacdo exclusiva para projetos de pesquisa e serd realizada de forma a preservar a
identidade dos pacientes.

3.1.2 Coorte prospectiva

Para este estudo, foram convidados 70 pacientes com sarcomas de partes moles de varios

subtipos histolégicos mediante autorizacdo através da assinatura do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido. O projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesguisa sob

0 ndmero 2498/18 (Anexo 2). As amostras eram oriundas de pecas cirargicas (em um caso foi

coletado bidpsia) para derivar culturas priméarias e para estabelecimento de tumores
(xenoenxertos) em animais imunodeficientes. As regides tumorais foram identificadas na peca
cirirgica e de forma estéril por um patologista, encarregado de identificar fragmentos
representativos do tumor. As amostras foram acondicionadas em tubos estéreis contendo meio
de cultura (DMEM High + 20% soro fetal bovino (SFB)), transportadas resfriadas até a chegada
no laboratorio para que parte seja inoculada nos animais e a outra congelada.

Critérios de inclusdo: pacientes com diagnéstico de qualquer subtipo histologico de

SPM, submetidos ou ndo a tratamento prévio.

Critérios de exclusdo: pacientes que apresentavam les6es benignas ao diagnaostico.




37

Conforme descrito anteriormente, a criagdo da plataforma foi iniciada com as coletas de
fragmentos tumorais oriundos de peca cirurgica. Foi necessario o estabelecimento de um fluxo
de atividades que envolveu inimeros profissionais, cirurgides, oncologistas, patologistas,
enfermeiras de pesquisa, corpo técnico do centro cirdrgico, pesquisadores e alunos. Os casos
eram apresentados pelos médicos que identificavam os pacientes, os pesquisadores e alunos
avaliavam a elegibilidade, as enfermeiras de pesquisa se encarregavam de convidar os pacientes
e providenciavam a assinatura do TCLE. A equipe ficava preparada para que, no dia da cirurgia,
houvesse meio de coleta, os técnicos do centro cirdrgico eram avisados e, ap0s O
encaminhamento da pega cirdrgica, o patologista de plantdo separava um fragmento do tumor
e acondicionava em um tubo com meio de coleta gelado. A retirada do tubo com a amostra era
feita pelos responsaveis pelo projeto e, imediatamente, era encaminhado para o biotério do
CIPE onde o fragmento era implantado no camundongo.

O Adendo 3 mostra a relacdo de subtipos de tumores coletados, periodo do curso do

projeto, bem como, informacdes de cada caso clinico.

3.2 Confeccdo de Tissue Microarray (TMA)

A confeccdo dos TMAS do Registro Institucional foi realizada ap0s a insercao dos casos
na plataforma REDCap e ap06s revisdo dos blocos e 1aminas de HE (hematoxilina e eosina) por
um patologista (Dr. Felipe D’ Almeida Costa). Para isso, contamos com a colaboracéo da equipe
de histologia através do Core facility da Instituicéo.

Para o Registro Institucional de sarcomas de partes moles foram confeccionados 2
TMAs, contendo 71 e 80 casos (cada amostra adicionada foi realizada uma duplicata) com
diversos subtipos para analisar o perfil de expresséo de Lgr5. Para a confecgdo desse TMA,
foram selecionados os pacientes que ja haviam sido adicionados no RIRSPM, previamente
selecionados a partir das 8 histologias mais comuns, como ja dito anteriormente. Com isso foi
iniciado a busca pelo material (blocos e laminas) dos pacientes no arquivo mantido pela
Instituicdo. Como essa busca foi bastante trabalhosa, decidimos iniciarmos a montagem e
confeccdo do TMA.

A partir do registro, foi iniciada uma busca pelo material (blocos anatomopatoldgicos e
laminas) de cada paciente no arquivo que a Instituicdo mantém, porém mesmo com um trabalho
intenso ndo foi possivel localizar todos os casos ja adicionados ao registro, pois tivemos
situacbes em que o material foi retirado pelos proprios pacientes ou blocos que ndo foram

localizados no arquivo.
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Uma vez reunidos, o material foi submetido a uma reavaliacdo pelo patologista
responsavel. Alguns casos mais antigos foram reclassificados e o TMA foi confeccionado. A
lista com todos os casos esta presente no Adendo 4.

Ja para o Registro Prospectivo, foram confeccionados 2 TMAs, sendo um para as
amostras clinicas dos pacientes e outro para os respectivos PDX. Cada TMA consta 33 amostras
de pacientes e PDX de diferentes subtipos histolégicos feitos também em duplicatas.

3.3 Animais

Para os estudos in vivo foram utilizados dois tipos de animais imunodeficientes, 0s NSG
e 0s camundongos atimicos nudes. Os animais NSG foram utilizados para os experimentos de
PDX e os nudes para os experimentos de inoculacdo das linhagens comerciais.

Foram usados NSGs machos e fémeas com idade entre 6 a 12 semanas. Os animais
foram mantidos em biotério SPF (Specific Pathogen Free), onde os animais sdo livres de
patdgenos especificos, para os quais sdo periodicamente testados. Os camundongos foram
mantidos em microisoladores a temperatura controlada de 22° C e sob ciclo de luz de 12 horas,
tratados com &gua autoclavada e ragdo irradiada ad libitum. A manipulacdo dos animais
respeitou 0 manual de boas praticas cientificas em uso de animais indicada pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimental Animal (CONCEA). O projeto foi avaliado pela
Comissao de ética no uso de animais (CEUA) — processo numero 082/18 para os animais NSG

(Anexo 4) e o processo nimero 080/18 para os animais Nudes (Anexo 3).

3.4 Inoculacdo de tumores e PDX

Os fragmentos tumorais (medindo entre 1 - 3 mm) obtidos de pacientes (bidpsia ou
cirurgia) foram implantados subcutaneamente com auxilio de uma cénula (cancer implant
needles 11G (Cadence Science)) em animais NSG previamente anestesiados. Foram
implantados 5 a 7 fragmentos por animal. O material tumoral que deu origem ao PDX também

foi utilizado para estabelecimentos de culturas primarias.
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Figura 5 — Fotos demonstrando as etapas da geracdo do PDX.

A inoculacdo de células tumorais dissociadas (comerciais ou culturas primarias) foi
realizada com a administragdo de 1 x 10° células em 200 pL de PBS estéril subcutaneamente
no flanco esquerdo de camundongos.

Todos os procedimentos que envolveram animais foram submetidos a apreciacdo do

CEUA da instituicdo e aprovado sob o protocolo n° 082/18 (Anexo 4).

3.5 Culturas primarias

As amostras de tecido tumoral foram fragmentadas e parte delas foram utilizadas para
transplantes e outra parte destinada & derivacdo de culturas celulares. Os fragmentos tumorais
foram mecanicamente dissociados com auxilio de um bisturi seguido de homogeneizagédo
hidromecénica. O homogenato foi entdo submetido a digestdo enziméatica em colagenase e
tripsina (1:1) entre 30 min & 2h a 37° C sob agitacédo. A atividade enzimatica foi finalizada com
a adicdo de 20% de soro fetal bovino, as células filtradas em cell strainer 100 um e plaqueadas
em garrafas de 75 cm? e mantidas em estufa imida a 37 °C e 5% de CO,. O crescimento celular
foi monitorado e as células foram repicadas quando atingiram 70-80% de confluéncia. Estoques

das células foram criopreservados e mantidos em nitrogénio liquido.

3.6 Linhagens celulares
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Foi adquirido o painel de linhagens de sarcoma de partes moles da ATCC (Soft-Tissue
Sarcoma Cell Panel (ATCC® TCP-1019™), Esse painel é constituido de seis linhagens com
capacidade tumorigénica e de diferentes subtipos de SPM, sdo elas: SW684 (fibrossarcoma,
HTB-91), HT-1080 (fibrossarcoma, CCL-121), SW982 (sarcoma sinovial, HTB-93), RD
(rabdomiossarcoma, CCL-136), GCT (Giant cell tumor) - histiocitoma fibroso maligno, TIB-
223) e SW872 (lipossarcoma, HTB-92). As linhagens foram mantidas de acordo com a
recomendacdo da ATCC e estoques foram mantidos criopreservados em nitrogénio liquido.
Todos os procedimentos que envolvam animais foram submetidos a apreciacdo do CEUA da

instituicdo e aprovado sob o protocolo n° 080/18 (Anexo 3).

3.7 Organoides derivados de pacientes — PDO

As amostras de tecido tumoral (cirurgia ou bidpsia) foram fragmentadas e parte delas
foi utilizada para transplantes e outra parte destinada a derivacdo de organoides. Os fragmentos
tumorais foram mecanicamente dissociados com auxilio de um bisturi seguido de
homogeneizacdo hidromecanica. O homogenato foi entdo submetido a digestdo enzimatica em
colagenase/tripsina (1:1) entre 30 min a 2h a 37° C sob agitacdo. A atividade enzimatica foi
finalizada com a adi¢&o de 20% de soro fetal bovino, as células foram filtradas em cell strainer
100 pum e submetidas a levitacdo magnética com o sistema Nano 3D (Greiner Bio-one). As
células em suspensdo foram magnetizadas com nanoshuttle (particulas constituidas de Poli-L-
lisina com 6xido de ferro) que aderem as células e através de magnetos evitam a adeséo celular
e privilegia a adesdo célula-célula. O conjunto formado pelas células e nanoshuttle foram
cultivados em placas de 24 pocos de baixa adesdo por até sete dias ou até observacdo da
formacdo das estruturas 3D em estufa umida a 37 °C e 5% de CO,. Uma vez formados, os
organoides podem ser enzimaticamente dissociados e replaqueados para propagacdo e

experimentacao.

3.8 Transfecgdo com Lentivirus

Células HT1080 foram plaqueadas (1.000 por pogo) em meio de cultura DMEM
HIGH+20% de SFB, as células foram mantidas em estufa imida a 37 °C e 5% de CO2. Ap0s
cerca de 1 dia, com as células atingindo uma confluéncia de 40/50% foi adicionado o lentivirus
Lgr5 LH848602, Vetor: pLenti-SV40-Puro-CMV; Promotor: CMV; Tag: FLAG, Myc; Vigene

(Amsbio) (25uL) por poco. Apds o periodo de infecgdo, as células foram mantidas em estufa
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até que se recuperassem do processo e ap0s aproximadamente 4 dias, foi adicionada Puromicina
(0,2uQ) ja previamente testada e estabelecida para o processo de sele¢cdo somente das células
que foram infectadas com o lentivirus Lgr5.

A escolha da linhagem HT1080 foi devido a literatura ja& mostrar que é uma célula que
expressa pouco a proteina Lgr5. A superexpressdo de Lgr5 nessa linhagem possibilitou a analise
in vivo e in vitro do papel dessa proteina nos SPM.

3.9 Citometria de fluxo

As células foram cultivadas em placas P100, lavadas 2x com solucdo Phosphate-
buffered Saline (PBS) e Etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e removidas da placa por digestao
enzimatica com tripsina 0,25% por 1 min a 37°C. A reacdo enzimatica foi interrompida com a
adicdo de meio de cultura com 10% de soro fetal bovino. As células foram ressuspendidas e
mantidas a 37°C por 30 min para recuperacdo de membrana. As células foram lavadas 2x com
PBS e incubadas com anticorpo anti-Lgr5 diluido em solu¢do PBS com 1% de BSA por 1h a
4°C. A reacdo foi finalizada com adicdo de PBS com 1% de BSA, as células centrifugadas e
ressuspendidas em solugdo contendo anticorpo secundario anti-rabbit conjugado a AlexaFluor
488. As células foram analisadas no citbmetro BD FACSCanto Il pela core facility do Centro

de Exceléncia em Citometria de Fluxo Avancada do A.C. Camargo Cancer Center.

3.10 Cell sorting

As células foram cultivadas, ressuspendidas e dissociadas por digestdo enzimatica com
tripsina 0,25% por 1 min a 37°C. A reac¢do enzimatica foi interrompida com a adi¢do de meio
de cultura com 20% de SFB. Ressuspendidas e mantidas em tubos conicos a 37°C por 30 min
para recuperacdo de membrana. Apds essa etapa, foram lavadas 2x com PBS e incubadas com
anticorpo anti-Lgr5 diluido em solucdo PBS com 1% de BSA por 1h a 4°C. A reacdo foi
finalizada com adicéo de 10x volume de PBS com 1% de BSA e 0 homogenato centrifugado e
ressuspendido em solucéo contendo anticorpo secundario anti-mouse conjugado a AlexaFluor
488. As células foram analisadas e a populagdo positiva foi separada da populacéo negativa no
citbmetro BD FACSDiva 8.0.2 pela core facility do Centro de Exceléncia em Citometria de

Fluxo Avangada do A.C. Camargo Cancer Center.



42

3.11 Imunofluorescéncia

Para a imunofluorescéncia foram preparadas ldminas contendo laminulas em sua base
para que as células adicionadas aderissem a esta laminula sob armazenamento e cultivo em
estufa CO. 5%, 37 °C. Foram utilizadas nos experimentos células (linhagens de sarcomas da
ATCC) com seus respectivos meios de cultura. Apos as laminulas adquirirem sua confluéncia
aproximada de 90%, as placas foram fixadas em PFA 4% por 20 minutos. Apos este tempo sdo
lavadas com PBS 1X por 3 vezes. Os anticorpos nesta etapa sdo preparados de acordo com o
descrito a seguir: anticorpo primario (LGR5 (1:500); actina masculo liso (1:100); S-100
(1:500); Citoceratina 18 (1:100) em PBS + BSA 1%. Os anticorpos secundarios preparados:
anti-mouse (1:700) e o anti-rabbit (1:1000) em solugdo de PBS + BSA 1%. Apds incubacao
dos anticorpos primarios (overnight) e os anticorpos secundarios (1 hora), as imagens das

laminulas analisadas em microscépio confocal.

3.12 Western blotting

Apos as células atingirem confluéncia de 90%, foi adicionado o tampdo de lise (RIPA
Buffer (200 uL de Buffer)) com inibidor de fosfatase (50 pL) e inibidor de protease (50 pL). A
solucdo foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante coletado em
eppendorf. Quantificacdo com Bradford (1:5 em H20 Milli Q) e a Curva com BSA 1mg/mL (0;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/mL). O bloqueio foi realizado com solucdo de leite a 5%, incubando
overnight em camara fria sob agitacdo. Apos as lavagens com Tris Buffered Saline with Tween
20 (TBS T) 1,5% a membrana foi incubada com uma solucdo contendo anticorpo primario
(Lgr5 1:1000) em BSA 5% (overnight) em camara fria sob agitacdo com posterior lavagens
com TBS T 1,5%. Em seguida, foi adicionado anticorpo secundario (1:2500 em leite 5% por 1
hora sob agitacdo. A revelagdo foi realizada com Kit Millipore (Peroxido + Luminol (1:1)

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate).

3.13 Imunohistoquimica

Para padronizar os ensaios de imunohistoquimica para determinar o perfil de expressao
de Lgr5 em sarcomas de partes moles, foram utilizados anticorpos contra essa proteina que

estéo descritos na Tabela 1 com suas diluig¢des.
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Tabela 1 - Anticorpos Lgr5 utilizados.

Anticorpo Anti-Lgr5 para Imunohistoquimica

Fabricante Descrigao Catalogo n° Diluicéo
Sigma- Anti-Lgr5 policlonal produzido em rabbit HPA012530  1:500
Aldrich

ThermoFisher Anti-Lgr5 monoclonal produzido em mouse MAS5-25644  1:100

A padronizacdo foi supervisionada pelo patologista da Instituicdo, profissional
experiente em sarcomas e que contribuiu para que uma melhor condicdo fosse escolhida
(anticorpo ThermoFisher em uma concentracdo 1:100).

A escolha da técnica de avaliagdo da marcacéo foi o H-Score, baseado em porcentagem
de células nucleares positivas x intensidade de coloragdo. O Histoscore (H-score) foi calculado
por uma avaliacdo semiquantitativa da intensidade da coloracdo (graduada como: O - sem
coloracdo; 1 - fraca; 2 - mediana; ou 3 - forte) e a porcentagem de células positivas (0 a 100).
O intervalo de pontuacGes possiveis foi de 0 a 300.

Iniciamos a desparafinizagcdo da lamina com o tecido tumoral. Onde as laminas
passaram em 3 banhos de 5 minutos cada, em xilol. Apds isso, foram 4 banhos rapidos em
alcool absoluto e em seguida, 5 minutos em agua corrente. A segunda etapa consiste em realizar
a recuperacéo antigénica, utilizando o Citrato em pH:6,0. No recipiente para banho-maria a uma
temperatura de 96 °C, incubamos as laminas em Citrato ja em banho-maria, onde foi incubado
por 40 minutos. Apds isso, realizado o bloqueio de proteinas. O bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado com H.O> (agua oxigenada) vol.10 por cinco minutos, realizando a
mesma etapa por 3 vezes. Apoés isso, as laminas foram lavadas em agua corrente por 5 minutos.
A etapa seguinte consiste no blogueio de proteinas inespecificas, utilizando um bloqueador da
Dako — Protein Block Serum-free. Apés essa etapa, as laminas contendo as amostras foram
incubadas com anticorpo primario usando um diluente da Dako (Antibody diluente with
Background Reducing Components ou com BSA 1%. As laminas também foram incubadas
com anticorpo secundario, utilizando o Envision G/2 System/ AP rabbit / mouse (Dako). A
proxima etapa consistiu na coloragdo das I&minas com DAB por aproximadamente 05 a 15
minutos. As laminas coradas com hematoxilina por aproximadamente 2 a 4 minutos e em
seguida, o diferenciador composto por alcool 50%/ acido cloridrico (500mL de alcool 50% e
27 gotas de acido cloridrico). E por fim, a montagem das laminas previamente submetidas a
desidratacdo: 4 banhos de &lcool absoluto; 1 banho de alcool absoluto + xilol; 3 banhos em xilol

100% e ap@s, a leitura em microscopio.
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Legenda: Controle positivo marcado com Lgr5 mostrando a heterogeneidade de expressdo da proteina em

diferentes subtipos histoldgicos. Controle negativo: condi¢do em que néo foi incubado o anticorpo primario.

Figura 6 - Heterogeneidade de Expresséo de Lgr5 em pacientes com SPM.

3.14 Ensaio de Proliferacdo com BrdU.

Para as células usadas neste trabalho (HT1080, RD, GCT, SW684, SW872 e SW982),
foram incubadas em cada poco 3 mil células. O tempo de incubacdo foi de 24 horas. Ap6s 24
horas, retiramos 0 meio de cultura com SFB e adicionamos em todos 0s po¢os meio de cultura
sem SFB. As células foram incubadas por mais 24 horas. Apds esse tempo, foi adicionado SFB,
passando a ter uma concentragdo de 1% SFB e acrescido em alguns grupos RSPO1 10ng/mL e
100ng/mL, respectivamente e foram incubados por 20 horas. Em seguida, adicionamos o BrdU
10X do kit (BrdU Cell Proliferation Assay Kit #6813; Cell Signaling). O tempo de incubagdo
foi de 3 horas em estufa com controle de temperatura (37 °C) e CO, (5%). Adicionou-se a
solucdo de fixacdo e a placa foi incubada em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse
tempo, foi adicionado o anticorpo de detecgéo e a placa incubada em temperatura ambiente por

1 hora. Adicionamos o anticorpo secundario preparado HRP-conjugado e a placa foi mantida
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em temperatura ambiente por 30 minutos. Acrescentamos o substrato TMB e observamos a
mudanca de coloracdo (amarelo). A leitura da absorbancia é feita a 450nm.

3.15 Ensaio de Migracao

Os grupos celulares HT1080 imediatamente congeladas pos sorting, células sub-
cultivadas pos sorting e celulas HT1080 que foram sub-cultivadas a partir do material de
tumores crescidos in vivo foram tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer. Em seguida,
foram plaqueadas em placa de 24 pocos com insertes (contendo 3mil células) de 6,5mm/ poro
de 8um. Foram preparados um poco controle com meio de cultura (DMEM HIGH) sem SFB e
outro po¢o com meio de cultura com SFB. A placa foi incubada em estufa a 37 °C, 5% CO2 por
8 horas. Ap0s esse periodo as células foram fixadas com PFA 4% por 20 minutos e 0S pogos
lavados 3 vezes com PBS 1X. As células foram marcadas com marcador especifico nuclear
(DAPI) 1:1000 por 30 minutos. Em seguida, as placas lavadas 4 vezes por 3 minutos cada com
PBS 1X. Os insertes com as células migradas foram colocados em lamina e levados ao

microscopio de fluorescéncia para andlise. A figura abaixo ilustra o protocolo de migracao.

Melo de cultur
Meio de . Pogp da pixa
cultura Sem R \‘ SemSER !
' 4 Membrana
Pogo || Pogo 2
1

Meio de Melo de

y cultura Com cultura Sem
\ SFB
N e

8 horas

</

Figura 7 - Etapas do Ensaio de migracéo.

Analise
microscoépica

3.16 Capacidade de auto-renovacao das células HT1080 transfectadas com Lgr5
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O teste de auto-renovacdo, onde avaliamos a capacidade de stemness das células com
alta e baixa expressdo de Lgr5. Ensaio realizado em triplicata com 200 células em cada pogo
de todas as condigdes anteriores foram plaqueadas e apds 21 dias, a quantidade de esferas
formadas foi quantificada. Foram consideradas para o ensaio somente a formacéo de esferas
das células com maior e menor positividade para Lgr5.

A formacao de esferas foi realizada a partir de células em ~80% de confluéncia em meio
DMEM HIGHT+10% SFB, as células foram dissociadas com tripsina-EDTA. Apds a
centrifugacdo, as células foram incubadas em meio DMEM/F12+1% de metilcelulose na
densidade de 1x10° células/pogo em placas de 94 pogos. Aliquotas de fator de crescimento
epidérmico recombinante humano (EGF; 10 ng/mL) e fator de crescimento de fibroblastos
basico (FGF-B; 10 ng/mL) foram adicionados. Apds 15-18 dias em cultura, as colbnias que
continham > 10 células foram quantificadas por microscopia para analise da formacdo de

esferas.

3.17 Anélise por H-score

A interpretagdo dos resultados foi baseada no H-score, onde analisamos se havia
marcagao (sim, ndo), intensidade da marcacao ((0) nenhuma marcacéo, (1) fraca, (2) moderada
e (3) forte) e porcentagem da marcacao (0-25%; 25-70%; 70-100%). O valor final da analise
foi dado usando uma escala de 0-300. O H-score foi calculado da seguinte forma: Pontuacéo
de expressdo final = porcentagem de células positivas multiplicada pela intensidade da
coloragéo. Isso resulta em uma pontuacédo final variando de 0 a 300. A pontuacdo final da
expressdo foi dividida em 4 -categorias (0O=sem expressdo, <100= expressdo fraca,

<200=expressdao moderada, <300= expressao forte).

3.18 Andlise estatistica

A analise de H-score, foi feita pelo coeficiente de correlacdo ndo paramétrica de ré de
Spearman. A analise de sobrevida foi calculada atraves do estimador de KAPLAN E MEIER
para estimar a sobrevida do individuo de acordo com a anélise do estadiamento agrupado em
determinado periodo de tempo, truncado em até 60 meses. Quanto mais superior for a curva no
gréafico, maior é a chance de estar livre de formacdo do tumor até o tempo considerado. A

comparagao entre as curvas foi realizada utilizando o teste ndo-paramétrico de Log-Rank, e o
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nivel de significancia adotado foi de 5%. O valor de P <0.05 foi considerado estatisticamente
significante.
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4. RESULTADOS
4.1 Registro Institucional de Sarcomas de Partes moles

A estratégia para elaboracdo do registro retrospectivo se baseou na busca dos dados
clinicos, epidemioldgicos e dados relacionados ao tratamento dos pacientes atendidos na
instituicdo desde a sua inauguracdo (1953), através da pesquisa de prontuarios fisicos
digitalizados e prontuério eletronico, utilizando-se os sistemas H?TC, Recruit (softwares
desenvolvidos internamente pelo préprio laboratério de Informéatica Médica, como o H*TC é
um sistema integrado de registros médicos com foco em pesquisa; 0 Recruit, facilita a
identificacdo dos pacientes por critérios clinicos) e MV.

Essa primeira busca resultou em mais de 17 mil casos registrados eletronicamente na
plataforma institucional HTC que redine os prontuarios digitais (desde 2007) e um volume ndo
dimensionado de documentos digitalizados desde a fundacéo do hospital. Por se tratar de um
alto volume de casos, optamos em incluir no registro um conjunto de mais de 1.400 casos que
foram revisados pela equipe de patologistas. Desta lista, optamos por iniciar a coleta por
subtipos mais comuns dentre os Sarcomas de partes moles aos quais foram descritos no trabalho
realizado pelo TCGA (Figura 2). Além desse critério, também preconizamos iniciar o
levantamento e coleta dos dados dos casos que ja haviam sido revisados pelo grupo de Patologia

da Instituicdo e obtivemos o seguinte cenario, descrito na Figura 8.

/7~ N\

* Total de Casos especificos de
* Total de casos revisados primeira
escolha

87310 i
S

Legenda: Total de 17.310 mil casos de pacientes do A. C. Camargo Cancer Center ja catalogados; dentre esses
casos, identificamos os laudos que haviam sido revisados, totalizando 1404 pacientes sendo que 462 com
diagnostico de SPM dos 8 subtipos citados anteriormente (leiomiossarcoma; lipossarcoma desdiferenciado;
sarcoma pleomdrfico ndo diferenciado; mixofibrossarcoma; sarcoma sinovial; tumor maligno de bainha de nervo
periférico; lipossarcoma pleomorfico; tumor desmoide; fibrossarcoma agressivo).

Figura 8 - Selegéo de casos de SPM com historia clinica para adi¢do no Registro Institucional.
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Com os critérios de primeira escolha, iniciamos o preenchimento do Registro

Retrospectivo de sarcomas de partes moles da Instituicdo. Recuperamos nas plataformas

digitais, informacdes clinicas de 361 pacientes que estdo disponiveis no sistema REDCap. A

lista de variaveis esta incluida no Adendo 1.

A Tabela 2 mostra as caracteristicas clinico-demogréficas da coorte de 361 pacientes.

Tabela 2 - Caracteristicas clinico-demograficas da coorte de 361 pacientes.

Caracteristicas clinico-demograficas da coorte de 361 pacientes

Género Masculino 188 52%
Feminino 173 48%
Etnia Branca 153 44%
Negra 2 1%
Amarela 9 3%
Parda 11 3%
Ignorado 171 49%
Idade ao diagnostico Minima Menor de 1
ano
Maxima 87 anos
Mediana 43,8 anos
Localizacao tumoral Cabeca e pescoco 24 6,7%
Extremidades 161 45%
Torax 31 8,6%
Abdbmen 67 18,7
Pelve 65 18,2
Outros 8 2,2%
Estadiamento IA 20 5,6%
IB 59 16,6%
I 46 12,9%
A 52 14,6%
B 73 20,5%
v 58 16,3%
Ignorado 46 12,9%
Recorréncia a distancia Pulméo 91 26,4%
Figado 10 2,9%
Osso 11 3,2%
SNC 4 1,2%
Peritbneo 11 3,2%
Linfonodos 4 1,2%
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Outros 28 8,1%

Nenhum 200 58,0%

Tratamento Neoadjuvante Sim 98 27,2%
Né&o 247 68,6%

Ignorado 12 3,3%

Né&o se aplica 3 0,8%

Tratamento Adjuvante Sim 218 60,6%
Né&o 122 33,9%

Ignorado 16 4,4%

Né&o se aplica 4 1,1%

A frequéncia de estadiamento agrupado e é possivel verificar uma distribuicdo bastante
heterogénea nesse dado. Mas existe uma maior prevaléncia nos casos classificados como alto
grau, totalizando 51,4% (IIIA+1IB+IV).

Avaliando os dados referentes a terapias neo e adjuvantes, foi possivel concluir que os
pacientes avaliados e adicionados ao Registro Institucional de Sarcomas de partes moles a
maior parte destes nao realizaram tratamento neoadjuvante (27,2%). Porém, se avaliarmos o
tratamento adjuvante, é possivel identificar que a maioria dos pacientes realizaram tratamento
adjuvante (60,6%), seja quimioterapia ou radioterapia.

Ja os pacientes que foram acompanhados ap0s realizarem a cirurgia e tratamentos na
Instituicdo mostraram que 26% apresentaram recorréncia pulmonar e que a maioria dos
pacientes foram monitorados por cerca de 5 anos e ndo houve registro de recidiva no periodo
de acompanhamento.

A proxima etapa foi avaliar as sobrevidas global e livres de recidiva para todos os
subtipos histoldgicos. A Figura 9 mostra a sobrevida livre de recidiva em cinco, a mediana foi

de 40 meses.
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Legenda: Total de casos por subtipo histolégico: Lipossarcoma: 44; Leiomiossarcoma: 37; Sarcoma pleomdrfico,

indiferenciado, fusiforme: 26; Mixofibrossarcoma: 22; Sarcoma sinovial: 24; Rabdomiossarcoma: 6; Tumor

maligno de nervo periférico: 7; Tumor fibroso solitario: 7; Outros: 5; Total geral: 178. Média para tempo de

sobrevivéncia: Lipossarcoma: 42,3; Leiomiossarcoma: 46,7; Sarcoma pleomorfico, indiferenciado, fusiforme:

42,9; Mixofibrossarcoma: 42,5; Sarcoma sinovial: 40,7; Rabdomiossarcoma: 19,7; Tumor maligno de nervo

periférico: 37,1; Tumor fibroso solitario: 47,2; Outros: 49,6; Total geral: 42,7. Fonte: Andlise estatistica realizada

pela Core Facility da Instituicéo.

Figura 9 - Sobrevida livre de doenca em funcéo do subtipo histolégico.

Ja a sobrevida global em relacdo ao grau histolégico (Figura 10), traz uma

caracterizacdo de que os tumores com maiores graus histolégico gera uma pior sobrevida para

0 paciente.
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Legenda: Gx: 2; GH1 (bem diferenciado): 39; GH2 (moderadamente diferenciado): 21; GH3 (pouco
diferenciado): 92; n total: 154 casos. Média para tempo de sobrevivéncia: Gx: 38,0; GH1: 45,9; GH2: 45,7; GH3:
37,67; n total: 40,9. Core facility.

Figura 10 - Sobrevida global em funcéo do grau histolégico.

Além disso, também foi realizada a analise de sobrevida em funcéo do estadiamento
patologico. E possivel verificar que a sobrevida esta relacionada com o estadiamento
patoldgico, quanto maior o grau histopatolégico, menor a sobrevida do paciente. Analisando
também a sobrevida livre de doencga, o grafico da Figura 11 mostra que quanto maior o grau

histopatoldgico menor sera a sobrevida livre de doenca.
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Legenda: 1A: 7; IB: 33; 11: 29; I1IA: 26; I11B: 37; 1V: 22; n total: 154. Média para tempo de sobrevivéncia: 1A:

46,7; 1B: 49,1; 11: 40,8; 111A: 42,9; 111B: 34,9; 1V: 34,7; Total: 41,1. Core facility.

Figura 11 - Sobrevida global em funcdo do estadiamento histopatoldgico.
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Legenda: 1A: 7; 1B: 34; 11: 29; IH1A: 26; 111B: 38; 1V: 22; n total: 156. Core facility.

A T2ZNOMOG2 3-censurado

1B, T3, TANOMO G2,
G3/qqTN1MOggG-censurado

VogTggNM1ggG-censurado

Figura 12 - Sobrevida livre de doenca em funcdo do estadiamento histopatoldgico.
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Com o TMA confeccionado a partir de amostras de material parafinado dos pacientes
adicionados no Registro Institucional de Sarcomas de partes moles, construido no inicio deste
projeto com um levantamento retrospectivo de todos os casos de Sarcomas tratados no A. C.
Camargo Cancer Center ja citado anteriormente.

As amostras dos tecidos foram preparadas e organizadas em duplicatas. Iniciamos a
marcagdo e caracterizagdo por imunohistoquimica, utilizando os principais marcadores da
rotina para diagnostico de Sarcomas (Desmina, Miogenina, Actina de musculo liso, CD34,
CD99, Citoceratina, S-100), onde foi aplicada a mesma técnica e protocolo que ja descrito

anteriormente (item 3.13) (Figura 13).
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Legenda: Representagdo da caracterizagdo de um Sarcoma pleomérfico indiferenciado. Verificando a marcagao
positiva para SMA e CD-99 e negativa para Citoceratina, CD-34, Desmina, Miogenina e S-100. Imagens de um

caso de sarcoma constante no TMA confeccionado em aumento de 10x.

Figura 13 - Expressdo de marcadores de sarcomas de partes moles.

4.2 Registro Prospectivo de Sarcomas de Partes moles

Em paralelo a construcdo do registro retrospectivo, realizamos coletas prospectivas a
partir de margo de 2018 até outubro de 2021, com o intuito de estabelecer a plataforma de
patient-derived xenografts (PDX). Dados dos pacientes adicionados ao estudo estdo descritos
na tabela constante no Adendo 3. Os resultados sobre a geracdo de PDX serdo discutidos

adiante. Amostras tumorais dos pacientes que deram origem a tumores nos animais
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imunodeficientes também foram organizadas em TMA e foram utilizadas como uma casuistica
complementar & coorte retrospectiva. A Tabela 3 mostra a relacdo de subtipos de tumores

coletados, periodo do curso do projeto, bem como, informacdes de cada caso clinico.

Tabela 3 - Casos coletados de Sarcomas de partes moles.

Caracteristicas clinico-demograficas da coorte de 33 Pacientes que geraram

PDX

Género Masculino 28 41%
Feminino 40 59%

Etnia Branca 6 9%
Negra 0 0%

Amarela 0 0%

Parda 0 0%

Indigena 0 0%

Ignorado 64 91%

Idade ao diagnostico Minima 1 ano
Maxima 92 anos
Mediana 49,6 anos

Localizacdo tumoral Cabeca e pescoco 4 6%
Extremidades 28 41%

Torax 5 7%

Abdbmen 22 32%
Pelve 9 13%

Outros 0 0%

Estadiamento 1A 2 6%
IB 2 6%
I 11 33%

A 6 18%
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B 10 30%

v 2 6%
Ignorado 0 0%
Recorréncia a distancia Pulméo 7 18%
Figado 0 0%
Osso 1 3%
SNC 4 11%
Peritdneo 2 5%
linfonodos 4 11%
Outros 1 3%
Nenhum 25 66%

Apesar de toda a heterogeneidade mostrada na Tabela 3, verifica-se que ha uma maior
incidéncia de tumores abdominais. Baseado no estadiamento agrupado, é possivel ver que a
maioria dos pacientes, com um total de 87% (lI, Il1A, I1IB e 1V) ja eram diagnosticados com
tumores de moderado a alto grau histoldgico.

Quando analisamos os pacientes e se eles fizeram tratamento neoadjuvante, foi possivel
constatar que a maior parte dos pacientes ndo fizeram tratamento neoadjuvante (46 - 66%), ja
o0s que fizeram somam um total de 24 (34%). Além disso, a maioria dos pacientes operados no
A. C. Camargo Cancer Center também nédo fizeram tratamento adjuvante (quimioterapia 28 —
40% e radioterapia 27 — 38%); ja os que fizeram somam: quimioterapia 7 — 10% e radioterapia
8 —11%.

4.3 Expressao de Lgr5 em sarcomas de partes moles

Com a padronizacdo da marcacdo de Lgr5, iniciamos a avaliacdo da expressdo deste
receptor no TMA com os pacientes oriundos do registro retrospectivo (Figura 14) e no TMA
com amostras de pacientes coletadas de forma prospectiva para a plataforma PDX (Figura 15).
A quantificacéo foi realizada por HSCORE e os resultados indicam uma extensa variabilidade

na expressdo de Lgr5 em sarcomas de partes moles.
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Figura 14 — Expressdo de Lgr5 em sarcomas de partes moles em TMA de pacientes oriundos

do registro retrospectivo. N = 168.
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Figura 15 — Expressdo de Lgr5 em sarcomas de partes moles em TMA de pacientes oriundos

do registro prospectivo. N = 33.

A Figura 16 mostra imagens representativas da marcacao de Lgr5.
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Legenda: A: Imagem representativa da vista geral do TMA mostrando a heterogeneidade da marcacdo de Lgr5
nos diferentes casos de SPM. B: Imagem representativa de um Sarcoma (Mixofibrossarcoma h-score= 125) com

alta expressdo de Lgr5 e C: imagem representativa do mesmo Sarcoma (Mixofibrossarcoma) com nenhuma
expressédo de Lg5.

Fonte: Imagem retirada do Aperio, sistema de digitalizacdo das laminas de imunohistoquimica.

Figura 16 — Expressao de Lgr5 em pacientes com Sarcomas de partes moles.

Para avaliar se ha influéncia da expressdo de Lgr5 na sobrevida global de pacientes com
sarcomas de partes moles que foram diagnosticados com auséncia de metastase, utilizamos o
teste de log-rank para estabelecer o cutoff e dividir a populagcdo de pacientes em duas, com
maior e menor valores de expressdo da proteina. Os valores analisados basearam-se na analise
de imunohistoquimica através do H-score e obtivemos um cut-off de 20 tanto de sobrevida
global quanto para a sobrevida livre de metastase. O nimero de pacientes com valores de H-
score abaixo de 20 foi baixo (N = 12) e, portanto, ndo observamos diferenca estatistica.
Entretanto, hd uma clara separacdo das curvas de sobrevida o que sugere que uma pequena

quantidade de expressdo desta proteina ja é capaz de influenciar a sobrevida (Figura 17).
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Legenda: Analise de Kaplan-Meyer, Lgr5 low, N = 12; Lgr5 high, N =112 p = 0,168.
Figura 17 — Sobrevidas global (A) e livre de metéstase (B) em pacientes com sarcomas de

partes moles de acordo com a expressédo de Lgr5.

Quando analisamos a sobrevida global em pacientes com metastase ao diagnostico,
observamos uma inversdo no padrdo de sobrevida (Figura 18). Pacientes com baixa expressao
de Lgr5 apresentam pior sobrevida global (p = 0.026).
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Legenda: Andlise de Kaplan-Meyer, Lgr5 low, N = 6; Lgr5 high, N = 48. Log-rank test, p = 0.026.
Figura 18 — Sobrevida global de pacientes com sarcomas de partes moles com metastase ao

diagnostico de acordo com a expressdo de Lgrb.

Em conjunto, esses resultados sugerem que existe relacdo entre a expressdo de Lgr5
com a sobrevida de pacientes com sarcomas de partes moles. Pacientes com auséncia de
metastase ao diagndstico e que apresentam expressdo de Lgr5 tem pior sobrevida quando
comparados com aqueles que ndo expressam a proteina. Por outro lado, pacientes metastaticos
ao diagnostico com menor expressdo de Lgr5 apresentam pior sobrevida global. Estes dados
corroboram os resultados obtidos com o banco de dados publicos disponibilizados pelo TCGA
(Figura 4).

4.4 Papel do receptor Lgr5 nas capacidades tumorais

4.4.1 Ensaios in vitro
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Adquirimos um painel de linhagens tumorais de sarcomas de partes moles contendo as
células SW684, SW872, SW982, GCT, RD e HT10180, sendo que as trés ultimas estdo
presentes no CCLE. A Figura 19 mostra a expressdao do mRNA de Lgr5 no conjunto de células
de sarcoma e mostra uma variabilidade no perfil de expressdo, as células GCT e HT1080

apresentam baixa expresséo relativa, enquanto a RD apresenta alta expressao.

Soft Tissue Cell Lines Expression - CCLE
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Fonte: Dados disponiveis no portal Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) no enderego
https://portals.broadinstitute.org/ccle.

Figura 19 - Expressdo de RNA mensageiro de Lgr5 em linhagens tumorais de sarcomas de
partes moles. As células marcadas em vermelho (GCT, HT1080 e RD) estdo incluidas no

projeto.

Iniciamos os estudos com as linhagens com ensaios de imunofluorescéncia, citometria
de fluxo e western blot para estabelecer a caracterizacdo da expressdo de Lgr5 nas linhagens

celulares e os resultados preliminares sugerem que, de fato, a expressdo dessa proteina é
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diferente entre as linhagens testadas. Os ensaios de western blotting (Figura 20) sugerem que
a linhagem HT1080 é a linhagem que expressa menores quantidades de Lgr5, isso também
corrobora os dados do CCLE.

GCT RD HT SW6 SW8 SWS

o b o P8 o ow LIS

B s e Erk
»

2.0+

razdo LgrS/Erk

GCT RD HT SWe SW8 Sws

Legenda: O extrato proteico das células foi submetido a SDS-PAGE. As proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose e a expressdo de Lgr5 foi realizada com o anticorpo anti-Lgr5 (MA5-25644, Thermo
Scientific). Como controle de carregamento foi utilizado anti-Erk total (#9102, Cell Signaling). A intensidade das
bandas foi determinada com o software ImageJ.

Figura 20 - Expressdo de Lgr5 em linhagens de sarcoma de partes moles.

Ensaios e resultados obtidos de citometria de fluxo (Figura 21) véo de encontro ao que
foi observado por western blot, ou seja, a linhagem HT1080 € a linhagem que expressa menores
quantidades de Lgr5.
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Legenda: As células foram ressuspendidas e marcadas com anticorpo Lgr5 (Sigma, HPA012530). As curvas em

vermelho indicam células marcadas somente com anticorpo secundario (Molecular Probes, anti-rabbit AlexaFluor

488), as curvas em azul indicam as células marcadas com Lgr5 e anticorpo secundario. As células foram analisadas

no BD FACS Canto Il e os dados processados pelo software FlowJo.

Figura 21 - Citometria de fluxo para Lgr5 em linhagens de sarcomas de partes moles.

Ensaios de imunofluorescéncia também demonstram que a expressdo de Lgr5 é

heterogénea em todas as linhagens testadas (Figura 22).

.. JHTT080
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Legenda: As células SW684, SW872, SW982, HT1080, RD e GCT foram marcadas com anti-Lgr5 (LGR5 (Anti
LGRS policlonal; Sigma; cat. HPA012530) e o ntcleo marcado com Drag5 (Thermo Fisher; cat.62251).

Figura 20 - Imunofluorescéncia para Lgr5 em linhagens celulares de sarcomas de partes moles.

4.4.2 Ensaios in vivo.

Determinado o padrao de expressao de Lgr5 nas linhagens tumorais, o estabelecimento
do perfil de tumorigenicidade das células é fundamental para uma melhor compreensdo dos
resultados. De acordo com informacdes da literatura e do fornecedor (ATCC), todas as células
deveriam ser capazes de gerar tumores em animais imunodeficientes. Entretanto, dentro das
nossas condicdes experimentais (inoculagdo de 1x10° células ressuspendidas em 200uL de
PBS/ no flanco direito de cada animal) foi possivel observar o crescimento tumoral com apenas
trés linhagens, sendo HT1080 e RD capazes de gerar tumores em 100% dos animais e a SW684
em apenas um animal (de um conjunto de 5) (Figura 23). A cinética de crescimento ndo foi a
mesma. Enquanto a HT1080 apresenta crescimento a partir do 10° dia pos-inoculacdo e
desenvolvendo tumores que alcancam aproximadamente 1 cm® em 30 dias, as células RD

comecgam a apresentar crescimento apds 50 dias.
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Legenda: 1 x 10° células foram inoculadas no flanco direito de animais imunodeficientes nudes (5 animais por

tipo celular).

Figura 21 - Crescimento tumoral in vivo de linhagens de sarcomas de partes moles.
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Em trés linhagens (GCT, SW982 e SW872), ndo foi possivel observar crescimento
tumoral. As lesdes mensuradas ndo adquiriram volume expressivo até 100 dias pos-inoculacéo,

permanecendo como massas menores que 0,1 cm?,

4.4.3. Transducdo lentiviral

De maneira geral, os resultados obtidos até 0 momento indicavam que as linhagens de
sarcomas expressam baixos niveis de Lgr5. Portanto, os ensaios de perda-de-fungdo através de
silenciamento ou deple¢do ndo trariam informacdes relevantes quanto ao papel da proteina na
biologia de sarcomas. Decidimos entdo estudar a funcdo da proteina em ensaios de ganho-de-
funcdo onde as células seriam transduzidas com particulas lentivirais para inducdo da expressdo
de Lgr5.

Todas as células foram inicialmente caracterizadas quanto a sensibilidade frente ao
antibidtico puromicina e a concentracdo de 800 ng/ml foi a escolhida para o processo de selecédo
pos-transducéo.

Os ensaios de crescimento tumoral in vivo foram realizados somente com a célula
HT1080, uma das seis células de sarcoma de partes moles disponiveis no laboratério que
apresentou crescimento tumoral de forma reprodutivel. Outra célula que observamos
crescimento foi a RD, porém com cinética mais lenta. Além disso, houve a limitacdo dos vetores
lentivirais que apresentaram baixa eficiéncia de transducédo. Por isso, s6 foi possivel realizar a
transducdo em das duas linhagens e optamos pela HT1080 devido a sua cinética de crescimento
e também por ser a célula mais adotada para abordagens em sarcoma, isso nos daria um poder
de comparacdo com a literatura que a célula RD ndo tem.

As células HT1080 foram, entdo, submetidas a transducdo lentiviral. As células
transduzidas foram selecionadas com puromicina e expandidas até obtermos um estoque
razoavel para os futuros experimentos. Ensaios de citometria foram realizados com as células
transduzidas e observamos que a expressdo de Lgr5 ndo estava presente na totalidade de sua

populacéo (Figura 22).
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Fonte: As celulas foram analisadas e separadas no BD FACS Canto Il e os dados processados pelo software
FlowJo.

Figura 22 - Pré sorting realizado com a linhagem HT1080 infectada com o Lentivirus Lgr5.

Na imagem a seguir (Figura 23), € possivel observar que ha uma diferenca significativa
na marcacdo de Lgr5 nas populacgdes positiva e negativa porém, é visto também que dentro da
populacdo positiva hd uma variacdo de marcacao celular. I1sso sugere algum mecanismo de
compensacao no decorrer das passagens na expressao da proteina e com isso, algumas células

passaram a expressar mais proteina do que as outras da mesma populacao.

HT1080 + Lgr5 negativo
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Legenda: As células HT1080+Lgr5+ foram marcadas com anti-Lgr5 (LGR5 (Anti LGR5 monoclonal;
Envitrogen; cat: MA5-25644) e o ndcleo marcado com DAPI (Thermo Fisher; cat. D1306).

Figura 23 - Imunofluorescéncia Il para Lgr5 na linhagem HT1080 infectada com o lentivirus

que superexpressa Lgr5.

Os ensaios de cell sorting foram ent&o realizados para separar duas populacGes de
HT1080, Lgr5" e Lgr5.

Esse resultado nos levou a realizar um cell sorting das células transduzidas para separar
a populacdo positiva e negativa. A Figura 24 mostra que foi possivel separar duas populactes
celulares, a Lgr5, com nenhuma ou baixa expressdo de Lgr5 e a Lgr5™ com alta expressao. A

superexpressdo da proteina foi observada por western blot (Figura 25).

Pds sorting HT1080 Positivo Lgr5 Pds sorting HT1080 Negativo Lgr5
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[H FSC Singlets 11,022 999/ 938 [l FSC Singlets 11,043 999| 950
W HT1080 10,000 90.7| 85.1 W HT1080 10,000 906/ 860
B LGR5+ 2,064 206, 176 B LGR5+ 1.012 10.1 87

Legenda: As células foram analisadas e separadas no BD FACS Canto Il e os dados processados pelo software
FlowJo.

Figura 24 - Cell Sorting realizado com a linhagem HT1080 infectada com o Lentivirus Lgr5.
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Legenda: O extrato proteico das células foi submetido a SDS-PAGE. As proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose e a expressdo de Lgr5 foi realizada com o anticorpo anti-Lgr5 (MA5-25644, Thermo
Scientific). Como controle de carregamento foi utilizado anti-Erk total (#9102, Cell Signaling). A intensidade das

bandas foi determinada com o software ImageJ.
Figura 25 - Expressao de Lgr5 em linhagem da ATCC — HT1080 selvagem e HT1080 + Lgr5.

Além disso, a Figura 26 representa a imunofluorescéncia que foi realizada nas células
infectadas (HT1080+Lgr5+). Para este experimento as células foram plaqueadas e fixadas com
PFA 4%, em seguida, realizado o protocolo ja descrito anteriormente. A obtenc¢do das imagens

foi feita em microscopia confocal.
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Legenda: As células HT1080+Lgr5+ foram marcadas com anti-Lgr5 (LGR5 (Anti LGR5 monoclonal;
Envitrogen; cat: MA5-25644) e o nlcleo marcado com DRAQ5 (Thermo Fisher; cat.62251).

Figura 26 - Imunofluorescéncia para Lgr5 na linhagem HT1080 infectada com o lentivirus que

superexpressa Lgr5.

Realizamos o teste de implante dessas populacfes positivas e negativas de Lgr5. Para
isso utilizamos animais Balb/c Nude e foram implantados 1x10° células em ressuspendidas em
200uL de PBS em cada animal, sendo para o grupo de células HT1080 positivas 10 animais e
para o grupo de células negativas 10 animais. Apos 10 a 13 dias do implante, foi possivel
observar o crescimento tumoral de todos os animais da populacdo positiva. Ja na populacédo
negativa, houve crescimento tumoral em apenas 7 animais. Baseado nas evidéncias da
literatura, quando ha superexpressao de Lgr5, ha também um pior prognostico tumoral, entédo,
acreditdvamos que ndo haveria crescimento tumoral nessa populagdo negativa, ou que fosse

possivel identificarmos um crescimento mais lento dos tumores.
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Legenda: 1 x 108 células foram inoculadas no flanco direito de animais imunodeficientes Nudes (10 animais por
grupo). Durante o experimento ocorreu 0 6bito de 1 animal que ndo foi relacionado ao crescimento da célula, esse

animal foi eliminado da analise.

Figura 27 - Crescimento tumoral in vivo da linhagem HT1080 Lgr5+ e Lgr5-.

Ap0s a remocao dos tumores, foram feitos ensaios de citometria de fluxo para avaliar a
expressdo de Lgr5. Curiosamente, observamos a expressao da proteina nos tumores de ambos
os grupos (Figura 28), esse resultado sugere que a expressdo da proteina transduzida pode ser
modulada por mecanismos que precisamos explorar.

Esse resultado motivou a interrupgao dos ensaios in vivo até que consigamos determinar
0 mecanismo pelo qual a expressdo da proteina estd sendo controlada. Novas citometrias e
sortings foram realizados com células HT1080 de varias origens: 1- células ndive, 2- células
transduzidas, 3- células transduzidas derivadas imediatamente ap0s a remog¢do dos tumores in
vivo (frescas) e 4- células transduzidas removidas dos tumores in vivo e sub-cultivadas.
Tentamos analisar todas as possibilidades para que encontrassemos uma situacdo em que, de
fato, a expressdo de Lgr5 se mostrasse estavel e ndo conseguimos. Todas as citometrias
indicavam que a expressdo da proteina se altera de forma substancial em todos os cenarios.

Nas atuais condi¢des para avaliar a funcdo de Lgr5 na biologia de sarcomas de parte
moles, o papel da mesma no crescimento tumoral in vivo so seria possivel atraves de um cell
sorting de uma grande quantidade de células (entre 1 a 5 x 107 células) para que as populacdes
Lgr5+ e — pudessem ser inoculadas imediatamente apds o sorting, nessa conducdo a nossa
hipdtese é de que as células Lgr5™ teriam menor capacidade de formar tumores (seeding) quando

comparadas com a populacéo positiva.
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Legenda: As células foram analisadas e separadas no BD FACS Canto Il e os dados processados pelo software
FlowJo.

Figura 28 - Analise por Citometria de fluxo da expressdo dos grupos Lgr5+ e Lgrb- dos

camundongos pads resseccao tumoral.

Apesar das dificuldades em obter populac@es com expressao estavel de Lgr5, realizamos
ensaios de proliferacdo com as células Lgr5* e Lgr5.. A proliferacdo foi avaliada através de
experimentos de incorporagédo de BrdU (Cell Signaling, BrdU cell Proliferation kit).

Diversas populagdes foram testadas, HT1080 selvagem (WT); HT1080 Lgr5*; HT1080
Lgr57; HT1080 Lgr5* in vivo (oriundas de cultura priméaria de tumores que cresceram nos
animais inoculados com as células Lgr5) e HT1080 Lgr5- in vivo (oriundas de cultura primaria
de tumores que cresceram nos animais inoculados com as células negativas).

Ndo foi possivel observar crescimento homogéneo no transcorrer de todo o
experimento, com isso, houve dificuldades de concluirmos e estabelecermos alguns parametros
analisados com este ensaio, bem como a identificacdo das células apresentarem diferencas na
expressdo da proteina, gerando incertezas em afirmar que as células estavam mantendo os niveis

da proteina ao longo dos 3 ou 4 dias de ensaio de proliferagao.
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Legenda: Ensaio de proliferagéo utilizando o protocolo descrito no item 3.12 deste trabalho. n=4.

Figura 29 - Avaliacdo do efeito da expressao de Lgr5 sobre a proliferacdo de células HT1080.

Optamos em fazer ensaios onde as células seriam desafiadas por tempos mais curtos,

como no ensaio de migracdo. Nestes ensaios, as células foram plaqueadas nos transwell e,

paralelamente, foram analisadas por citometria de fluxo. Neste ensaio foram utilizadas células

pos-sorting congeladas, células pos-sorting que foram inoculadas e sub-cultivadas, pos-sorting

sub-cultivadas por 1 passagem, pos-sorting inoculadas e que geraram tumores. Todas essas

condigdes foram plaqueadas para 0s ensaios de migracdo e analisadas por citometria de

fluxo. Foram consideradas no ensaio somente a migracdo das células com maior e menor

positividade para Lgr5 (Figura 30).
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Legenda: A. Comparacdo do perfil de migragdo entre células HT1080 néo infectadas, com baixa e alta expressdo

de Lgr5, N = 2. B. Correlagao entre os niveis de expressdo de Lgr5 e a porcentagem de células que migraram.
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Neste ensaio, foram avaliadas células ndo infectadas, células p6s-sorting congeladas, células pds-sorting que foram
inoculadas e sub-cultivadas, pos-sorting sub-cultivadas por 1 passagem, pés-sorting inoculadas e que geraram
tumores. O valor de expressdo de Lgr5 obtido por citometria de fluxo foi correlacionado com a capacidade
migratéria das células, p = 0.02.

Figura 30 - Efeito da expressdo de Lgr5 sobre a migracao de células HT1080.
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Legenda: A: As células foram cultivadas na densidade de 200 celulas por pogo durante 17 dias. B: Imagens
representativas das esferas geradas. A formacdo de esferas foi quantificada por microscopia. Imagens Dados: n=3
com 200 células plaqueadas por poco. Espera-se que na condi¢do de esfera, 0 maximo de esferas formadas
corresponda com o mesmo ndmero de células plaqueadas.

Figura 31 - Avaliacdo do efeito de Lgr5 sobre a capacidade de auto-renovacdo de células

HT1080.

Resumidamente, os resultados in vitro sugerem que o receptor Lgr5 esta envolvido em
maultiplos processos tumorais. Apesar de preliminares, os resultados nos permitem associar a
funcdo da proteina com os processos de migragdo celular, auto-renovacdo e proliferacao pois,
como pode ser observado nas figuras 30 e 31, é possivel afirmar que quanto maior a expressao
de Lgr5 nas células, maior a capacidade de elas migrarem e auto-renovacdo. Experimentos
adicionais serdo necessarios para confirmar estas relacdes, mas é importante destacar que estas
evidéncias corroboram os resultados obtidos com o TMA dos pacientes e também com o0s
achados oriundos do TCGA aos quais apresentam o papel da proteina na tumorigénese de
sarcomas de partes moles pois, pacientes que superexpressam a proteina terd um pior

prognostico.
4.5 Criacdo da plataforma de estudos baseados em patient-derived xenografts

Um total de 70 pacientes foram selecionados para este trabalho, 33 geraram PDX. Um

TMA com os 33 tumores humanos e seus respectivos PDX foi confeccionado e caracterizado,
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seguindo os mesmos protocolos descritos anteriormente. A expressdo de Lgr5 foi avaliada
juntamente com o resultado de expressdo das amostras dos pacientes que geraram PDX e o
TMA do dos pacientes adicionados no Registro Institucional de Sarcomas de partes moles.

A Tabela 4 apresenta todos os casos coletados e a frequéncia de obtencdo de PDX. Das
70 amostras coletadas para o estudo, 9 apresentaram auséncia de neoplasia ap6s a emissdo do
laudo histopatoldgico e 3 eram de baixo grau (grau histolégico 1); destes, ndo foi possivel
observar crescimento tumoral em nenhum caso. Do total, 24 pacientes realizaram tratamento
neoadjuvante, onde 2 foram classificados como tumores de baixo grau e 13 destes 24 que

realizaram neoadjuvéancia ndo tiveram crescimento tumoral, ou seja, ndo deram origem a PDX.

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e patoldgicas de pacientes com SPM.

Gerou PDX?
Sim Né&o TOTAL

Género Masculino 15 14 29
Feminino 18 23 41

TOTAL 33 37 70

Neoadjuvéncia  Sim 10 14 24
Nao 23 23 46

TOTAL 33 37 70

Idade (anos) Mediana 48 (1-91) 48,5 (8 - 76) 48 (1-91)

Tempo Média 4,65 n.a. n.a.
crescimento Minimo 0,1 n.a. n.a.
(meses) Maximo 12 n.a. n.a.
Subtipo Lipossarcoma (todos) 7 16 23
Indiferenciado Pleomdfico fusocelular 9 4 13

Leiomiossarcoma 4 4 8
Rabdomiossarcoma (todos) 5 0 5

Tumor fibroso solitario 1 1 2
Mixofibrossarcoma 2 1 3

Condrossarcoma 1 1 2

Tumor desmoplasico células redondas pequenas 1 1 2

Sarcoma Alveolar 0 2 2

Mioepitelioma 1 0 1

Sarcoma Histiocitico 0 1 1

Osteocondroma 0 1 1

Ewing 0 1 1

Lipoma 0 1 1

Tumor maligno da bainha neural 0 1 1

Fibrossarcoma 0 1 1

Sinonasal bifenotipico 1 0 1
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Sarcoma Sinovial 1 0 1
Sarcoma de Kaposi 0 1 1
TOTAL 33 37 70
Sitio anatdbmico  Extremidades 16 15 31
Retroperitnio 12 17 29
Cabeca e pescogo 2 1 3
Torax 3 4 7
TOTAL 33 37 70

Com essas variaveis, que podem ser consideradas obstaculos para a pega dos tumores
nos animais, obtivemos uma taxa global de crescimento de 49,2%. Agora se avaliarmos
somente 0s pacientes que ndo fizeram tratamento neoadjuvante e excluirmos os de baixo grau,
obtivemos uma taxa global de crescimento de 73%.

E sabido que o tratamento com quimioterapia pode selecionar os clones tumorais mais
resistentes o que pode aumentar muito os indices de pega, mas nos casos destacados acima, aos
quais os pacientes realizaram tratamento neoadjuvante (quimioterapia e radioterapia) podemos
constatar a p6s a confeccdo de bloco e 1dminas, HE e analise histolégica desse material coletado
que os fragmentos coletados tinham em sua maioria a presenga de muita necrose, poucas células
viaveis e, por isso, ndo é possivel correlacionar com a resisténcia apds tratamento.

Dentre os PDX gerados, destacamos o0 de um sarcoma fusocelular indiferenciado de
corpo cavernoso (pénis), o primeiro a ser estabelecido. Trata-se de um sarcoma de alto grau de
um paciente de 52 anos que apresentou uma lesdo de crescimento progressivo na base do pénis
(corpo cavernoso). A Figura 34 ilustra a caracterizacdo por imuno-histoquimica do tumor do

paciente e do PDX gerado, também foram obtidos organoides desse tumor.
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Legenda: Coloragdo com hematoxilina e eosina. (A e B) tumor primario do paciente (esquerda) e o PDX gerado
do mesmo paciente (direita). A: sarcoma fusocelular pleomérfico de alto grau de regido inguinal paciente atendido
no A. C. Camargo Cancer Center; B: sarcoma fusocelular pleomorfico de alto grau de regido inguinal PDX gerado.
C: sarcoma fusocelular de alto grau de pénis paciente e D: sarcoma fusocelular de alto grau de pénis PDX (dados

da literatura).

Figura 32 -Geracéo de PDX de sarcomas de partes moles.

Uma caracterizacdo por imunohistoquimica dos principais marcadores para diagnostico
de SPM (Desmina, Citoceratina, CD34, CD99, Miogenina e S-100) foi realizado de todos os
casos que geraram PDX e que foram incluidos no TMA tanto de pacientes quanto no TMA de
PDX.
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Legenda: Representacdo da caracterizacdo por imunohistoquimica de 2 casos incluidos no TMA do Registro
prospectivo. Verificando a marcacao positiva para SMA e CD-99 e negativa para Citoceratina, CD-34, Desmina,
Miogenina e S-100. Paciente 1: Rabdomiossarcoma de alto grau; PDX do paciente 1: Respectivo
Rabdomiossarcoma de alto grau gerado a partir do xenoenxerto do tumor do paciente 1; Paciente 2: Sarcoma
fusocelular e pleomorfico de alto grau; PDX do paciente 2: Respectivo Sarcoma fusocelular e pleomdrfico de alto
grau gerado a partir do xenoenxerto do tumor do paciente 2. Imagens constante no TMA confeccionado e obtidas

a partir do Aperio em aumento de 20x.

Figura 33 -Imunohistoquimica comparativa entre Paciente e seus PDX gerados.
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Legenda: A: Imagem representativa da vista geral do TMA mostrando a heterogeneidade da marcacdo de Lgr5

nos diferentes casos de PDX dos SPM. B: Imagem representativa de um Sarcoma (Leiomiossarcoma de alto grau
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h-score= 10) com baixa expressdo de Lgr5 e C: Imagem representativa de um Condrossarcoma que nao expressa
Lg5.
Fonte: Imagem retirada do Aperio, sistema de digitalizagdo das laminas de imunohistoquimica.

Figura 34 -Expresséo de Lgr5 em PDX derivados de paciente com SPM.

Também foi realizada a avaliacdo por imunohistoquimica da expressdo de Lgr5 nos
PDX para investigarmos se 0 padrdo de marcacdo permanece 0 mesmo. As Figuras 35 e 36
mostram que ha diferenca de intensidade de marcacgéo entre os pacientes comparados aos seus
respectivos PDX gerados.

De acordo com os dados obtidos in vitro e in vivo com a célula HT1080, isso ndo deixa
de ser um resultado surpreendente, pois 0s nossos dados sugerem que a expressédo de Lgr5 pode

ser modulada até nas células que superexpressam a proteina.
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Legenda: Imagens representativas da marcacéo para Lgr5. Imagens constante no TMA confeccionado e obtidas a
partir do Aperio em aumento de 20x. Dados dos Pacientes: A — Rabdomiossarcoma de alto grau, H-score: 70; B —
Sarcoma fusocelular e pleomdrfico de alto grau, H-score: 300; C — Lipossarcoma pleomérfico de alto grau, H-
score: 140. Dados dos PDX: D - Rabdomiossarcoma de alto grau, H-score: 100; E — Sarcoma fusocelular e

pleomdrfico de alto grau, H-score: 90; F — Lipossarcoma pleomorfico de alto grau, H-score: 200

Figura 35 -Imunohistoquimica comparativa entre Paciente e seus PDX gerados de Lgr5.
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Fonte: Andlise estatistica realizada pela Core Facility da Instituicéo.
Figura 36 - Correlacdo entre o H-score de Lgr5 obtidos em amostras dos PDX vs. Seus

respectivos pacientes.

O estabelecimento da plataforma de PDX para sarcomas foi bem-sucedido. Hoje,
dispomos de mais trinta casos que se encontram criopreservados e prontos para serem utilizados
em projetos que busguem investigar aspectos da biologia destes tumores e também para o
desenvolvimento e triagem de novos/reposicionamento de farmacos. Para este projeto, temos
como expectativa utilizar PDX com diferentes padrdes de expressdo de Lgr5 para
complementar os ensaios realizados com linhagens comerciais. Importante salientar, que a
plataforma de PDX também é uma fonte para estabelecimento de outras abordagens que
necessitem de células de pacientes, especialmente para desenvolvimento de organoides,

metodologia que ainda necessita de avancos dentro da area de sarcomas.
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DISCUSSAO

Os sarcomas de partes moles sdo responsaveis por apenas 1% de todos os tumores em
adultos. Por isso, gerar evidéncias que traga uma maior compreensdao e tratamentos mais
eficazes é um grande desafio (Gamboa et al., 2020).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) nédo dispde de estimativas para esses tumores.
Entretanto, segundo o DATASUS (2022), em 2021 foram diagnosticados 10.571 novos casos
de neoplasia maligna de tecido conjuntivo e de outros tecidos moles (Tabnet DATASUS, 2022).

Sendo assim, a criagdo de um Registro de Sarcomas é de fato um grande avanco para a
possibilidade de novas pesquisas e descobertas para esse tumor raro mas que tem acometido
muitas pessoas em todo o mundo.

Estima-se que o nimero de casos de sarcomas (de baixo e alto grau) que foram
diagnosticados e tratados no A.C. Camargo Cancer Center pode ultrapassar 20 mil desde a sua
criagdo, um ndmero expressivo frente a outras instituicdes no mundo, além do que, no Brasil,
sdo poucas Instituicdes que tém disponivel ferramentas como o registro contendo informacdes
clinicas demograficas e histopatoldgicas, pode trazer protagonismo nos estudos que orientam
decisdes em prevencao, diagndstico e tratamento. Além disso, como discutido anteriormente,
0s sarcomas sao neoplasias nas quais o conhecimento molecular ainda € escasso quando
comparado com outros tipos tumorais e as informacGes moleculares ainda sdo pouco
impactantes em termos de implicacdes terapéuticas (Aguiar et al., 2010; da Cunha et al., 2012).
Portanto, com a criacdo do Registro Institucional foi e sera possivel a realizacdo de novos
estudos para o entendimento da biologia tumoral, identificacdo de caracteristicas moleculares
que possam predizer desfechos clinicos, melhores escolhas de tratamento e identificacdo de
novos alvos moleculares.

Os modelos animais (PDX) para pesquisa de cancer sdo essenciais, pois retém
principalmente as principais caracteristicas histoldgicas e genéticas do tumor do paciente e
geralmente permanecem estaveis ao longo das passagens, permitindo explorar a individualidade
e heterogeneidade de tumores em pacientes e estudar suas caracteristicas Unicas, incluindo a
imprevisibilidade da progressdo tumoral (Aparicio et al., 2015b). Os PDX demonstraram ser
preditivos de resultados clinicos e sdo usados para avaliacdo pré-clinica de medicamentos,
identificacdo de novos biomarcadores (Hidalgo et al., 2014; Jung et al., 2018; Rivera et al.,
2021).
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A confeccdo deste registro de xenoenxertos é uma plataforma valiosa para identificar
novos biomarcadores e novos alvos, para avaliar a resposta a terapia e 0os mecanismos de
resisténcia tumoral a drogas.

O nosso registro hoje conta com 33 PDX estabelecidos, com a obtencdo de uma taxa
global de crescimento de 73%. Muito condizente com o que a literatura traz (cerca de 76%) (Lu
et al., 2018; Stebbing et al., 2014) com a diferenga da grande variedade de subtipos tumoral que
pudemos ter acesso e fazem parte deste trabalho.

Os tumores de pénis sdo, em sua grande maioria, pertencentes ao grupo dos carcinomas
de células escamosas, um tipo de tumor raro, mas com maior incidéncia em paises em
desenvolvimento como o Brasil (Guimaraes et al., 2009). Sarcomas de pénis sdo ainda mais
raros e de pior progndstico (Compérat, 2018; Rajan, 2016). O PDX de um sarcoma de pénis foi
0 primeiro a ser estabelecido. Trata-se de um sarcoma fusocelular de alto grau de um paciente
de 52 anos que apresentou uma leséo de crescimento progressivo na base do pénis (corpo
cavernoso). Para esse tumor e PDX gerados especificamente, estd sendo desenvolvido um
manuscrito para descrever e apresentar a caracterizacao celular e molecular desse subtipo téo
raro.

As aplicacdes para este modelo séo variadas dentro do campo da medicina de precisao.
Podemos utilizar os PDOs para aprofundar o conhecimento em alteracbes moleculares,
identificar novos possiveis biomarcadores e também realizar ensaios de sensibilidade a drogas,
além claro, do modelo PDX (Maier et al., 2021; Rae et al., 2021). Em todos 0s casos a obten¢do
dos organoides foi excelente. J& para 0 sequenciamento do exoma, o primeiro nivel de anélise
realizado envolveu a cobertura de algumas amostras e verificamos que amostras, incluindo o
conjunto de amostra do paciente e PDX do Sarcoma de pénis, tiveram coberturas muito baixas
e, portanto, foram descartadas das analises posteriores. Ainda precisam de maiores analises.

Os PDX gerados mostraram ser semelhantes aos tumores humanos pois apresentaram
as mesmas caracteristicas histolégicas, porém a expressdo de Lgr5 evidenciou diferencas. 1sso
ndo invalida o modelo, mas indica que a proteina pode ser determinante para crescimento ou
também pode indicar que a diferenca na expressdo possa ser explicada por diferentes evolucgdes
clonais, onde uma populagéo de células do sarcoma que estava pouco representada no tumor
do paciente, pode ter crescido de forma predominante no animal.

O receptor Lgr5 impactou sobremaneira o desenvolvimento de modelos celulares em
carcinoma colorretal e propiciou um grande salto na compreensdo dos mecanismos associados
a tumorigénese intestinal (Barker et al., 2010; de Lau et al., 2014; Sato & Clevers, 2013). Ha

também evidéncias da superexpressdo de Lgr5 no cancer de mama, sendo associada com a
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promoc¢&do da mobilidade celular, formag&o de tumores e transi¢do epitélio-mesénquima, atraves
da ativagdo da via Wnt / B-catenina (Trejo et al., 2017; Yang et al., 2015).

Em se tratando dos SPM, ainda sdo muito escassos 0s estudos baseados na progressao,
agressividade associados com o Lgr5. Existem estudos evidenciando que os tumores que
expressam Lgr5 podem ter a capacidade de maior progressao e invasdo, com isso maior poder
metastatico (Liu et al., 2018). Mas a literatura mostra em tumores colorretais metastaticos com
Lgr5 + que estes ndo possuem capacidade de invasdo e migracao tdo eficiente como as células
Lgr5- desses tumores (Fumagalli et al., 2020; Zhou et al., 2017). Essas constataces reforcam
os resultados obtidos no trabalho. Os graficos de sobrevida global, analisados de acordo com a
expressdo de Lgr5, em pacientes ndo metastaticos ao diagndstico, mostraram que a
superexpressdo da proteina leva a um pior prognoéstico, ou seja, 0 paciente tem uma sobrevida
menor. Ja se compararmos o grafico de sobrevida livre de doenca, ou o poder metastatico
tumoral, pacientes metastaticos ao diagndstico, a hip6tese de que quanto menor for a expressao
de Lgr5 mais poder metastatico o tumor ird possuir. A possibilidade é que em pacientes ja com
alto grau da doenca, ou ja metastatizados, a proteina pode ndo ter funcdo. Mas mais estudos
nesse sentido precisam ser avaliados, uma vez que os dados obtidos ndo foram bem descritos e
estabelecidos na literatura para SPM, somente para outros tipos tumorais. Além disso, outros
experimentos realizados, como é o caso dos ensaios de migracdo e formacdo de esferas,
sugerem que as células com maior expressdo de Lgr5, tém uma maior capacidade de migracao
e formacao de esferas, reforcando ainda mais o potencial de formacéo e agressividade tumoral
e a superexpressao de Lgr5 (Leung et al., 2020; Zhou et al., 2017).

Um outro estudo, analisou um outro tipo de tumor, os gliomas. A recorréncia deste tipo
tumoral e o pior prognostico, estd intimamente ligado as células-tronco do glioma e a transigdo
epitélio-mesénquima. No entanto, 0s mecanismos entre eles permanecem desconhecidos. Por
isso a investigacdo do papel do Lgr5 nesse tipo tumoral. As células Lgr5+ possuiam
propriedades de stemness mais fortes em comparagdo com as células Lgr5—. Tanto a diminuicao
da expressdo de Lgr5 quanto de Wnt-C59 reduziram a invasdo e migracdo do tumor e
bloquearam a transicdo epitélio-mesénquima, inibindo a via Wnt/B-catenina in vitro e
suprimiram o crescimento do xenoenxerto ortotopico intracraniano, prolongando a sobrevida
dos camundongos. Podendo sugerir que pacientes diagnosticados com glioma e com uma alta
expressao de Lgr5 apresentaram prognostico significativamente pior (Zhang et al., 2018).

Além disso, quando analisamos os SPM, um estudo realizado em 2011, demonstrou que
baixo nivel de expressdo de mRNA Lgr5/GPR49 é um pior marcador progndstico para a

sobrevida livre de recorréncia (Rot et al., 2011).
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Essas evidéncias corroboram com a analise ja realizada anteriormente de sobrevida livre
de doenga, onde foi possivel observar uma inversdo na curva, o que pode estar relacionado com
o fato de que células Lgr5- tém a capacidade intrinseca de restabelecer a hierarquia celular, e,
consequentemente, podem ter um deslocamento e velocidade ligeiramente maiores do que as
células Lgr5+ por estarem em um estado mais diferenciado.

Outra constatacdo que foi observada é a capacidade de regulacdo de Lgr5 durante as
passagens em cultura. As populacdes separadas por cell sorting, tanto negativa quanto positiva
sofrem um processo compensatério de expressdao no decorrer das passagens dos cultivos
celulares. Acreditamos que isso se da pela metilacdo do DNA em casos de infeccdo lentiviral
que também pode ser afetada por heterogeneidade do ambiente genético (K. H. Choi et al.,
2013; Hofmann et al., 2006).

Com os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que a constru¢do RIRSPM é
um grande passo para o melhor compreendimento da biologia dos Sarcomas, além da
possibilidade de estudar novos alvos terapéuticos desse tumor raro, uma vez que 0s estudos e
artigos cientificos ainda sdo muito escassos.

A geracdo dos modelos PDX de Sarcomas de partes moles foi uma estratégia implantada
muito bem executada com a geragdo de 33 PDX de diversos subtipos histoldgicos.

Essa tese traz um contetdo muito rico no que se refere a diversidade de técnicas e
abordagens para se alcangar resultados com grande potencial de contribuir com o avango no
tratamento dessa doenca.

Em se tratando da proteina Lgr5, os dados obtidos nesse estudo, mostraram que a
expressdo da proteina esta relacionada ao pior prognoéstico, corroborando as analises realizados
com o TCGA. Uma vez que, quanto maior a expressao de Lgr5 menor é a sobrevida global.
Além disso, as células tumorais de Sarcomas sdo dependentes da expressdo de Lgrb para
migrarem mais ou menos, e com isso, o poder de formacao de esferdides também € dependente
da sua expressdo. Apesar de a proteina Lgr5 ser um alvo terapéutico muito promissor, 0s
estudos dessa proteina nos Sarcomas de partes moles ainda precisam ser mais aprofundados,
devido aos mecanismos compensatorios sugestivos do poder de metilacdo estarem ligados a
uma tentativa celular de regulagéo da proteina, ndo sendo possivel concluir as analises in vivo
de geracdo de tumores que superexpressam a proteina Lgr5.

Poucos estudos trazem um melhor conhecimento e compreensdo da biologia de
Sarcomas de partes moles, principalmente em se tratando da proteina Lgr5, muito bem

estabelecida em outros tipos tumorais, mas em Sarcomas 0s estudos ainda sdo muito escassos.
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Por isso esse trabalho pode contribuir para uma melhor compreensdo e para possiveis novos

alvos terapéuticos para os Sarcomas de partes moles.
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CONCLUSOES

O Registro Institucional de Sarcomas foi criado e, no momento, contém informacdes
clinicas e demograficas de aproximadamente 400 pacientes. O registro também contém
um TMA com 200 casos, com histologia revisada de diversos subtipos.

A plataforma de estudos pré-clinicos baseada em patient-derived xenografts foi
estabelecida e contém 33 modelos de sarcomas que apresentam semelhancas
morfoldgicas

Pacientes com sarcomas de partes moles que apresentam alta expressdo de Lgrb
mostraram uma menor sobrevida global. Em se tratando da sobrevida livre de doenca
aparentemente tem comportamento contrario e precisa ser melhor investigada.

Os resultados preliminares indicam que Lgr5 atua em processos relacionados a
migracdo celular e a auto-renovacdo, processos estes que sdo fundamentais para a
biologia tumoral. Estes achados sugerem que esta proteina pode ser um alvo terapéutico

para sarcomas.
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¢ muito bonito.

Contudo, entendemos também que 0 nimeeo de animais solicitados causa espanto, apesar
de estarem muito bem justificados. Por isto, pedimos a0 pesquisador responsével que nos
apresente seus dados preliminares apds 6 meses, contando da data deste parecer.

D acondo com o parccer supracitado, consideramos o projeto: Aprovado. Contudo, a
sprovagdo estd vinculada a uma apresentacdo (em forma expositiva ou escrita) dos dados
preliminares em 6 meses da data deste parecer,

Descrighio dos animais aprovados (knhagem/quantidade/sexo): 100 animais. Apds a
apresentagdo dos dados preliminares, este comité ird deliberar pelos demais 450 animais
solicitados,
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Vice- (‘oo«k‘don da Comissio de Etica no Uso de Animais
Dra. Michele Christine Landemberger

Parecer referante 2 Roundo da CEUA de 17/08/2018



Adendo 1 - Variaveis incluidas no Registro retrospectivo de pacientes com Sarcomas de

partes moles.

REGISTRO INTITUCIONALDE SARCOMAS DE PARTES

MOLES
Variavel

1 ID

2 RGH

3 Iniciais do nome do paciente

4 Género

5 Data de nascimento

6 Raca/cor

7 Data de admisséo do paciente

8 Data do diagndstico

9 Idade ao diagnostico
10 Situacdo do tumor na admissdo
11 Houve tratamento anterior a admisséo
12 Tipo de tratamento anterior a admissao
13 Localizagéo do tumor
14 Realizou tratamento pré-operatorio no ACCCC
15 Realizou quimioterapia NEO adjuvante no ACCCC
16 Realizou radioterapia NEO adjuvante no ACCCC
17 Realizou cirurgia no ACCCC
18 Data da cirurgia
19 Profundidade da leséo
20 Grau histolégico
21 Tamanho do tumor (mm - maior eixo)
22 Estadiamento patoldgico T (sarcoma)
23 Estadiamento patoldgico N (sarcoma)
24 Estadiamento patoldgico M (sarcoma)
25 Estadiamento agrupado TNM (8 ed)
26 Tipo histolégico (sarcoma)
27 Local de metéstase ao diagnostico
28 Numero laudo interno patologia
29 Material revisado pela patologia
30 Realizou tratamento adjuvante
31 Realizou radioterapia adjuvante
32 Realizou quimioterapia adjuvante
33 Houve recorréncia
34 Extensédo da recorréncia
35 Data de recorréncia local
36 Data de recorréncia a distancia
37 Sitio de recorréncia a distancia
38 Data da tltima informacdo ou data do 6bito

w
©

Status na data de Gltimo retorno
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Comentarios sobre a ficha preenchida
Possui outros blocos anatomopatoldgicos
NUmero do bloco anatomopatoldgico adicional
Tipo de material do bloco anatomopatoldgico
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Adendo 2 — Variaveis incluidas no Registro prospectivo de xenoenxertos de Sarcomas de

partes moles.

REGISTRO DE XENOTRANSPLANTES DERIVADOS DE

PACIENTES
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Variavel
Qual tipo de Projeto
Projeto Sarcoma de Partes Moles
Projeto Tumores Raros
Projeto Tumores Renais
Iniciais do nome do paciente
Género
Raca/cor/etnia
Data de nascimento
Data de admisséo do paciente
Situacdo do tumor na admisséo
Grau histoldgico
Tamanho do tumor (mm - maior eixo)
Estadiamento patoldgico T (sarcoma)
Estadiamento patol6gico N (sarcoma)
Estadiamento patolégico M (sarcoma)
Estadiamento clinico T (desmoide) do tumor primario
Estadiamento agrupado TNM (8 ed)
Realizou cirurgia no ACCCC
Data da cirurgia
Idade na data da cirurgia
Tipo histolégico
Morfologia (CID-O 3a. ed)
Topografia (CID-O 3a. ed)
Numero laudo interno patologia
Tipo de material do bloco anatomopatolégico
Possui outros blocos anatomopatol6gicos?
Numero do bloco anatomopatolégico adicional
Outro tipo de material do bloco anatomopatolégico
Realizou tratamento pré-operatorio no ACCCC
Realizou quimioterapia neoadjuvante
Realizou quimioterapia NEO adjuvante no ACCCC
Realizou radioterapia neoadjuvante
Realizou radioterapia NEO adjuvante no ACCCC
Realizou quimioterapia adjuvante
Realizou radioterapia adjuvante
Lista de comorbidades
Status na data de altimo retorno
Tipo de xenoenxerto
Data do implante
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
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Linhagem do animal
Numero de animais com xenoenxertos derivados de pacientes (PDX1)
Data do implante (PDX1)
Sexo do animal (PDX1)

Data de nascimento do animal (PDX1)
Idade (semanas) do animal ao implante (PDX1)
Morfologia (PDX1)

NUmero de animais com xenoenxertos derivados de pacientes (PDX2)
Data do implante (PDX1)

Sexo do animal (PDX1)

Data de nascimento do animal (PDX1)
Idade (semanas) do animal ao implante (PDX1)
Morfologia (PDX1)

Numero de animais com xenoenxertos derivados de pacientes (PDX3)
Data do implante (PDX1)

Sexo do animal (PDX1)

Data de nascimento do animal (PDX1)
Idade (semanas) do animal ao implante (PDX1)
Morfologia (PDX1)

Quantidade de xenoenxertos
Realizou cultura primaria de células
Houve crescimento de célula - Pacientes
Qual passagem - Pacientes
Houve crescimento de célula - PDX
Qual passagem - PDX
IHQ (Paciente - Partes moles)

Se sim quais marcadores
Avaliacédo - Actina de musculo liso
Avaliacdo - CD34
Avaliacdo - CD99
Avaliacdo - Citoceratina
Avaliacdo - Desmina
Avaliacdo - Miogenina
Avaliacdo - S100
IHQ (Paciente - Partes moles) - H-Score
IHQ (PDX)

Se sim quais marcadores
Avaliacdo - Actina de musculo liso
Avaliagéo - CD34
Avaliacgdo - CD99
Avaliacdo - Citoceratina
Avaliagéo - Desmina
Avaliacdo - Miogenina
Avaliacdo - S100
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83
84
85
86
87
88
89
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IHQ (PDX) - H-Score
Foi feito sequenciamento
Se feito sequenciamento quais alteragdes
Houve recorréncia
Data de recorréncia local
Extensdo Recorréncia
Sitio de recorréncia a distancia
Data de recorréncia a distancia
Data da ultima informacéao ou data do 6bito



Adendo 3 — Tumores coletados e geragdo de PDX do Registro prospectivo.
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ID Idade Género

1 50 M

2 52 F

3 62 M

4 67 F

5 68 M

6 57 F

7 40 M

8 46 M

9 50 F
10 51 M
11 1 M
12 56 F
13 91 M
14 32 F
15 66 M
16 32 F
17 54 M
18 10 F
19 41 M
20 72 F
21 47 F
22 63 M
23 38 F
24 38 F
25 70 M
26 30 F
27 64 F
28 46 M
29 46 M
30 48 M
31 47 F
32 68 F
33 49 M
34 41 F
35 51 F
36 29 F
37 33 M

Tipo histolégico
Sarcoma fusocelular de alto grau
Leiomiossarcoma de alto grau (grau
2)

Mixofibrossarcoma
Sarcoma pleomoérfico indiferenciado

Tumor fibroso solitario
Sarcoma fusocelular e pleomérfico
de alto grau

Leiomiossarcoma de alto grau
Sarcoma de Kaposi* (auséncia de
neoplasia)
Mioepitelioma de baixo grau
Condrossarcoma mixoide de baixo
grau
Rabdomiossarcoma alveolar
Lipossarcoma desdiferenciado de
alto grau

Sarcoma fusocelular de alto grau
Condrossarcoma (grau 2)
Lipossarcoma mixoéide (auséncia de
neoplasia residual)
Sarcoma partes moles (auséncia de
neoplasia)

Sarcoma pleomoérfico indiferenciado
de alto grau
Sarcoma Alveolar
Leimiossarcoma de alto grau
metastatico
Leiomiossarcoma de alto grau
(Sindrome Li-Fraumeni)
Leiomiossarcoma pleomérfico de
alto grau (Sindrome Li-Fraumeni)
Lipossarcoma desdiferenciado de
alto grau
Lipossarcoma mixoéide de baixo grau
residual
Lipossarcoma mixoéide de baixo grau
residual (Auséncia de neoplasia
residual)
Lipossarcoma desdiferenciado de
alto grau
Sarcoma pleomérfico indiferenciado
de alto grau
Lipoma intramuscular com focos de
esteatonecrose (ndo tumoral)
Rabdomiossarcoma esclerosante
recidivado
Rabdomiossarcoma esclerosante
recidivado
Sarcoma sinonasal bifenotipico de
baixo grau
Sarcoma fusocelular pleomorfico de
alto grau
Leiomiossarcoma pleomérfico de
alto grau
Lipossarcoma mixadide anaplasico de
alto grau recidivado
Lipossarcoma mixoéide de alto grau
Lipossarcoma mixoide bem
diferenciado de baixo grau
Sarcoma Histiocitico unicéntrico
Osteocondroma

Local
Sarcoma de Pénis
Metastase em
Retroperitonio
Antebrago anterior
esquerdo
Regiéo dorsal

Antebraco esquerdo

Regido inguinal
perna esquerda

Retroperitdnio

Canal anal
Dorso

Coxa esquerda
Cabeca e pescogo

Retroperiténio

Coxa direita
Pulméo

Panturrilha
Pelve/coxa direita

Coxa esquerda
Perna esquerda

Retroperiténio
Coxa direita
Tumor de cava
Retroperitonio

Coxa direita

Retroperitonio
Retroperitonio
Coxa esquerda
Coxa direita
Retroperitonio
Brago (punho)
Nasal
Brago direito
Antebrago direito
Membro inferior
bilateral
abdominal
Coxa esquerda

Retroperitonio
Ramo pubico

Neoadjuvancia PDX P1PDX P2PDX P3

Nao
Sim
Nao
Sim

Sim

Néo
Néo

Néo
Sim

Sim
Néo
Néo
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim

Néo

Sim

Sim

Néo

Sim

Sim

Néo

Néo

Sim

Néo
Sim
Nao
Sim
Néo

Néo

Né&o

Né&o

Né&o

Né&o

Né&o

Néo

Néo
Néo
Né&o

Néo

Néo

Né&o

Né&o

Né&o

Né&o

Né&o

Néo

Néo
Néo
Né&o

Néo

Né&o

Né&o

Né&o

Né&o

Né&o

Crescimento
Sim (apds 2 meses)

Néo

Sim (apds 4 meses)
Sim (apds 6 meses)

Sim (apds 12 meses)

Sim (apds 30 dias)

Sim (apds 11 meses)

Néo
Sim (apds 7 meses)

Néo
Sim (apds 7 meses)

Sim (apds 3 meses)

Sim (apds 12 meses)
Sim (apds 7 meses)

Néo
Néo

Sim (apds 2 meses)
Néo

Néo
Sim (apds 5 meses)
Sim (apds 10 meses)
Néo

Né&o

Néo
Sim (apds 3 meses)
Sim (apds 3 meses)
Néo
Sim (apds 7 meses)
Sim (apds 4 meses)
Sim (ap6s 50 dias)
Sim (ap6s 40 dias)
Nao

Sim (ap6s 30 dias)
Sim (apds 5 meses)




38

39

40

41

43
44

45
46

47

48

49
50

51
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

69
70

36

20

65

36
45

73
71
65
33
76
56
60
47
60
76
46
28
76
61
57
40

32
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Lipossarcoma desdiferenciado
(Sindrome Li-
Fraumeni)P/Fibroblasto
Tumor desmoplasico de pequenas
células redondas
Rabdomiossarcoma embrionario
anaplésico
Sarcoma sinovial (suspeita Sindrome
Li-Fraumeni)
Lipossarcoma bem diferenciado
Tumor fibroso solitario
Sarcoma Alveolar
Lipossarcoma bem diferenciado
(grau 1)
Rabdomiossarcoma
Sarcoma de Ewing (auséncia de
neoplasia residual)
Lipossarcoma desdiferenciado de
alto grau
Lipossarcoma mixoéide (auséncia de
neoplasia residual)

Tumor fibroso solitario
Lipossarcoma (auséncia de neoplasia
residual)

Sarcoma fusocelular de alto grau
Lipossarcoma desdiferenciado grau 2
Sarcoma fusocelular e pleomérfico
de alto grau
Mixofibrossarcoma
Tumor desmoplésico
Sarcoma fusocelular e pleomérfico
de alto grau
Leiomiossarcoma de alto grau
Mixofibrossarcoma de alto grau
Lipossarcoma mixoéide (auséncia de
neoplasia residual)
Lipossarcoma pleomorfico de alto
grau
Lipossarcoma desdiferenciado de
alto grau
Sarcoma indiferenciado de alto grau
Tumor maligno da bainha neural
Lipossarcoma desdiferenciado de
alto grau
Lipossarcoma desdiferenciado de
alto grau
Lipossarcoma desdiferenciado de
alto grau
Fibrossarcoma epitelidide
esclerosante
Leiomiossarcoma uterino
Sarcoma fusocelular

Coxa esquerda
Pélve esquerda
Panturrilha esquerda
MSD
Retroperitonio
Rim
Pulméao

Retroperitdnio
Perna direita

Pré-sacral
Retroperitonio

Coxa direita

Fossa poplitea direita

Gluteo direito
Coxa direita
Perna esquerda

Pelve a esquerda
Coxa esquerda
Abddmen

Inguinal
Abddmen
Glteo direito

Coxa esquerda
Retroperitonio

Retroperitdneo
Lombar esquerda
Cervical a esquerda

Retroperitdneo

Rim
Retroperitdneo
direita
Retroperitdneo
(Utero)
Utero
Cabeca e pescoco

Sim
Néo
Nao
Sim

Sim
Nao

Sim
Néo

Néo
Néo
Néo

Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo

Néo
Nao
Néo

Sim

Néo
Sim
Néo
Nao

Néo

Néo

Néo

Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Né&o
Né&o

Né&o
Néo
Né&o

Né&o
Néo

Néo

Néo

Néo

Néo

Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Né&o
Né&o

Néo
Né&o

Né&o
Néo
Né&o

Né&o
Néo

Néo
Né&o
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Sim (apds 12 dias)
Sim (apds 4 meses)
Sim (apds 8 meses)
Sim (apds 5 meses)
Né&o
Sim (apds 2 meses)
Nao
Nao
Sim (apds 3 meses)

Nao

Sim (apds 2 meses)
Sim (apds 2 meses)
Néo

Sim (apds 45 dias)
Sim (apds 7 dias)
Néo

Néo implantado

Sim (apds 57 dias)

Né&o implantado

Néo implantado

Né&o
Néo

Né&o
Néo




Adendo 4 — Subtipos histoldgicos adicionados no TMA do Registro Institucional de
Sarcomas de partes moles (retrospectivo).
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Histologia
Sarcoma pleomorfico
Mixofibrossarcoma de alto grau
Sarcoma pleomorfico
Lipossarcoma bem diferenciado
Sarcoma sinovial
Sarcoma pleomorfico
Mixofibrossarcoma
Sarcoma sinovial
Leiomiossarcoma
Mixofibrossarcoma
Sarcoma fusocelular
Lipossarcoma
Sarcoma pleomorfico
Lipossarcoma desdiferenciado
Lipossarcoma
Leiomiossarcoma
Fibrossarcoma
Sarcoma pleomorfico
Lipossarcoma mixoide
Leiomiossarcoma
Lipossarcoma bem diferenciado
Sarcoma Sinovial
Sarcoma sinovial
Fibrossarcoma
Fibrossarcoma
Fibrossarcoma
Mixofibrossarcoma
Fibrossarcoma
Sarcoma pleomorfico
Lipossarcoma
Lipossarcoma
Lipossarcoma desdiferenciado
Lipossarcoma
Leiomiossarcoma
Leiomiossarcoma
TMBNP
Sarcoma sinovial
Lipo desdiferenciado
Leiomiossarcoma
Leiomiossarcoma
Sarcoma Sinovial
Leiomiossarcoma
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48
49
50
o1
52
54
55
56
57
58
59
60
61
62
64
65
66
67
68
69
70
71
72
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
85
86
87
88
89
90
91
92
93
95
96
97
98

Lipossarcoma bem diferenciado
Lipossarcoma bem diferenciado
Sarcoma Sinovial
Fibrossarcoma
Tumor de bainha de nervo
Mixofibrossarcoma
Sarcoma pleomarfico
Sarcoma sinovial
Leiomiossarcoma
Leiomiossarcoma
Leiomiossarcoma
Leiomiossarcoma
Lipossarcoma
Sarcoma pleomorfico
Sarcoma pleomorfico
Sarcoma Sinovial
Lipossarcoma
Tumor maligno de nervo periférico
Tumor maligno de nervo periférico
Lipossarcoma
Sarcoma Sinovial
Sarcoma Sinovial
Lipossarcoma

Tumor neuroectodérmico Primitivo (PNET)
Tumor neuroectodérmico Primitivo (PNET)

Sarcoma sinovial

Lipossarcoma desdiferenciado
Sarcoma fusocelular de alto grau
Mixofibrossarcoma
Mixofibrossarcoma
Lipossarcoma bem diferenciado
Sarcoma sinovial
Tumor maligno de bainha neural
Lipossarcoma
Lipossarcoma bem diferenciado
Tumor fibroso solitario
Sarcoma pleomorfico
Lipossarcoma mixoide alto grau
Leiomiossarcoma
Mixofibrossarcoma
Lipossarcoma
Leiomiossarcoma
Sarcoma sinovial
Sarcoma sinovial
Lipossarcoma
Mixofibrossarcoma epitelidide
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99
100
101
102
103
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
116
117
118
119
120
121
122
123
124
126
127
128
129
130
131
132
133
134
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
147
148
149

Lipossarcoma bem diferenciado
Lipossarcoma bem diferenciado
Sarcoma pleomorfico
Leiomiossarcoma de alto grau
Leiomiossarcoma
Lipossarcoma bem diferenciado
Lipossarcoma mixoide
Lipossarcoma bem diferenciado
Mixofibrossarcoma

Lipossarcoma mixoide baixo grau

Lipossarcoma desdiferenciado
Leiomiossarcoma
Lipossarcoma
Leiomiossarcoma
Leiomiossarcoma
Mixofibrossarcoma
Leiomiossarcoma
Sarcoma pleomorfico
Sarcoma sinovial
Mixofibrossarcoma
Sarcoma pleomorfico
Lipossarcoma
Lipossarcoma desdiferenciado
Condrossarcoma
Leiomiossarcoma
Lipossarcoma desdiferenciado
Mixofibrossarcoma
Leiomiossarcoma
Leiomiossarcoma
Lipossarcoma bem diferenciado
Lipossarcoma bem diferenciado
Lipossarcoma desdiferenciado
Leiomiossarcoma
Lipossarcoma desdiferenciado
Leiomiossarcoma
Lipossarcoma
TMBNP
Sarcoma sinovial
Leiomiossarcoma
Leiomiossarcoma
Sarcoma sinovial
TMBNP
Tumor fibroso solitario
Sarcoma sinovial
Sarcoma sinovial
Fibrossarcoma
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150
151
152
153
154
155
157
158
159
160
161
162
163
164
165
167
168
169
170
171

Leiomiossarcoma
Sarcoma sinovial
Leiomiossarcoma
Sarcoma sinovial
Sarcoma sinovial
Tumor fibroso solitario
Tumor fibroso solitario
Tumor fibroso solitario
Rabdomiossarcoma de células fusiforme
Tumor fibroso solitario
Sarcoma alveolar de partes moles
Sarcoma pleomorfico
Sarcoma sinovial
Sarcoma sinovial
Sarcoma fusocelular
Mixofibrossarcoma
Sarcoma indiferenciado
Tumor fibroso solitario
Sarcoma do estroma endometrial
Tumor fibroso solitario
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