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RESUMO

Lima BR. Desenvolvimento de modelo de xenoenxerto ortotopico de metéastase
hepatica de cancer colorretal em camundongo imunodeficiente. Sdo Paulo; 2018.

[Tese de Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente].

Metéastases hepaticas sdo a maior causa de morte em pacientes com cancer colorretal.
Apesar dos tratamentos através de cirurgia e quimioterapia, o prognostico destes
pacientes permanence desfavoravel. Portanto, ha uma grande necessidade de se
desenvolver novas estratégias terapéuticas, através da utilizacdo de um bom modelo
animal. Enxertos derivados de Paciente (PDX), sdo modelos pré-clinicos que
representam com acurdcia a individualidade do cancer humano. A doenca
metastatica pode também ser reprodizida através da implantacdo ortotopica do tumor
no orgdo correspondente no camundongo. Testes com diferentes tratamentos
baseados na assinatura genética do tumor podem ser realizados no modelo pré-
clinico contribuindo no tratamento do paciente. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um modelo de enxerto tumoral de metastase hepéatica de cancer
colorretal, a partir de fragmento tumoral fresco implantado no parénquima hepatico
de camundongos atimicos nude. No6s reproduzimos com sucesso tumores
metastaticos de pacientes para camundongos, e propagamos em trés passagens de
camundongos. As caracteristicas morfolégicas e imuno-histoquimicas demonstraram
que 0s enxertos recriaram a arquitetura tumoral e expressaram as proteinas de reparo
MLH1, MSH2, MSH1, e PMS2. Apds a primeira passagem o tempo de crescimento
tumoral variou de 153-281 dias para 27-99 dias sem perda de identidade tumoral.
Doenca linfoproliferativa pds-transplante foi observada em um caso. Este piloto
obteve sucesso em estabelecer institucionalmente a plataforma pré-clinica PDX
permitindo estudar novas estratégias terapéuticas, progressao da doenca,

biomarcadores e resposta a tratamento.



SUMMARY

Lima, BR. [Development of patient-derived orthotopic xenografts from
metastatic colorectal cancer in nude mice]. S&o Paulo, 2018. [Tese de Doutorado-

Fundacdo Antonio Prudente].

Liver metastasis is the major cause of death for patients with colorectal cancer.
Despite treatment with surgery and chemotherapy, patient outcomes are quite
unfavorable. Thus, there is an urgent need to develop new treatment strategies, with
the associated establishment of good animal models. Patient-derived xenografts
(PDX) are preclinical models that accurately represent the individuality of human
cancer. Metastatic disease can also be modeled using orthotopic implantation to the
corresponding mouse organ to test various treatments based on individualized gene
signatures of the human tumor, and results can inform clinical decision-making. The
objective of this study was develop metastatic colorectal tumors in athymic nude
mice, implanting fresh tumor fragments into mouse liver parenchyma. We
successfully propagated metastatic tumors from patients in mice, serially implanted
in second and third-generation mice. Morphologic and immunohistochemical
characteristics indicate that xenografts recreate the tumor architecture and mismatch
repair gene expression for MLH1, MSH2, MSH1, and PMS2. After tumor
implantation during first passage, the time of tumor growth decreased from 150 to
250 days to 30 to 100 days, without loss of tumor identity. Post-transplantation
lymphoproliferative disease was observed in one case. This pilot study was
successful in establishing the institutional PDX preclinical platform to study new

therapeutic strategies, disease progression biomarkers, and treatment responsiveness.
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1 INTRODUCAO

O cancer colorretal é o terceiro cancer mais comumente diagnosticado e esta
em quarto lugar nas mortes relacionadas ao cancer no mundo. E esperado um
aumento de 60% na sua incidéncia com mais de 2,2 milhGes de novos casos e 1,1
milhdo de mortes até 2030 * (Figura 1).

Apesar dos avancos na medicina, principalmente em termos de diagndstico e
tratamento, a mortalidade causada por essa neoplasia € alta, de tal forma que sua
sobrevida média global, em cinco anos, tem sido descrita como em torno de 55% nos

paises desenvolvidos e de 40% para paises em desenvolvimento %

-

!-:"‘.
Fonte: ARNOLD ®
Figura 1 - Incidéncia e mortalidade de cancer colorretal no Brasil e no mundo.




Um estudo que avaliou o numero de obitos por cancer colorretal (CCR) no
Brasil por ano, mostrou um aumento crescente no periodo de 2005 a 2014. Tal fato
pode ser observado pela reducdo de oObitos por doencas infectocontagiosas e do
aumento de doencas cronico-degenerativas, dentre elas, o cancer. Em 2005, foram
registrados 5,6 Obitos para cada 100 mil habitantes, enquanto em 2014 foram
notificados 7,9 Obitos para cada 100 mil habitantes, dados que indicam uma
diferenca de 5.860 6bitos em nimeros absolutos entre os anos de 2005 e 2014. * De
acordo com dados do do INCA (2016), a incidéncia da doencga foi mais prevalente no
sexo feminino ao longo dos anos estudados. Os maiores indices de taxas de
mortalidade para CCR foram observados nas regides Sul e Sudeste, e 0s menores
indices, nas regides Norte e Nordeste (Figura 2). Considerando que as regides Sul e
Sudeste sdo areas mais desenvolvidas e industrializadas do Brasil, os aumentos da
taxa de mortalidade e do numero de ébitos nessas regides podem estar relacionados

aos fatores de risco presentes em paises desenvolvidos. %



d—lomens
Q Mulheres

Incidéncia por 100 mil habitantes
Fonte: INCA

Fonte: Ministério da Satde #

Figura 2 - Incidéncia de cancer colorretal por regido e por sexo no Brasil.

Sdo fatores de risco para o desenvolvimento de cancer colorretal: historico
familiar de CCR; idade; dieta baseada em gorduras animais; baixa ingestdo de frutas,
vegetais e cereais integrais; etilismo e tabagismo; obesidade e sedentarismo. Com
relacdo a idade, o CCR é mais frequente entre idosos, principalmente apds os 60
anos, embora possa surgir em qualquer idade, sendo mais agressivo quanto mais
precoce for o seu surgimento, quando é geralmente relacionado a sindromes, como a
do cancer colorretal hereditario sem polipose (HNPCC) 2. Os pélipos adenomatosos
esporédicos, responsaveis por 90% de todos os casos de cancer de célon e reto, séo
condicBes pré-neoplésicas, havendo transformacdo do epitélio do célon normal em

polipo adenomatoso. A progressdo para o0 adenocarcionoma é lenta e dura em media



dez anos (Figura 3), fazendo com que esse tipo de neoplasia seja o alvo ideal de

programas de prevenco e rastreamento populacional.?

Fonte: https://www.bowelcanceraustralia.org/bowel-cancer-staging

Figura 3 - Figura ilustrativa dos cinco estagios do cancer colorretal.

A HNPCC ou Sindrome de Lynch, é uma condicdo relacionada a mutac6es na
linhagem germinativa dos genes que formam um complexo de proteinas envolvidas
com reparo do DNA (como o APC) e esta relacionada a manifestacdes de alguns
tipos de carcinomas dentre eles o carcinoma colorretal. Admite-se que
aproximadamente 6 a 8% dos casos de CCR podem relacionar-se 8 HNPCC. Esta
sindrome é caracterizada pela presenca eventual de reduzido nimero de p6lipos que
progridem rapidamente para carcinomas.* Alteragdes moleculares diferentes podem

influenciar a resposta do paciente ao tratatamento e modificar o prognostico %,



Dentre os genes envolvidos no desenvolvimento e progressao do cancer colorretal
estdo os protoncogenes, genes que sofrem mutacdes que sdo associadas a ganho de
crescimento e proliferagdo celular . Os principais oncogenes envolvidos no CCR
sdo os genes da familia RAS composta de trés genes — K-RAS, H-RAS e N-RAS, que
codificam proteinas responsaveis no processo de sinalizagdo celular. Os genes de
supressdo tumoral séo aqueles que quando inativados por uma mutagdo aumentam a
atividade proliferativa. Os principais genes supressores de tumor relacionados ao
cancer colorretal séo o gene APC e o gene TP53. Por fim, 0os genes de reparo de
DNA atuam durante o seu processo de replicacdo e é responsavel pela substituicdo
de nucleotideos que apresentem pareamento incorreto (mismatch repair). A
inativacdo desse sistema, portanto, pode levar ao acimulo errdneo de nucleotideos
pareados e predisposicdo a carcinogénese. 2% Conforme mencionado anteriormente,
mutacdes nesses genes estdo relacionadas a sindrome de Lynch. Os principais genes
de reparo envolvidos sdo MLH1, MSH2, MSH6, PMS2. A formag&o de tumor requer
a inativacéo do sistema de reparo seguida por outras mutagdes, como a do gene APC.
23,26

As metastases sdo encontradas em cerca de 25% dos pacientes no momento
do diagndstico de céancer colorretal e irdo surgir em aproximadamente 50% dos
pacientes ao longo do curso da doenca. ¥ O figado e o sitio mais comum de
metastases e apenas 15-20% dos pacientes com metastases hepéticas apresentam
elegibilidade cirtrgica. *°

Diversos protocolos quimioterapicos sdo aplicados em pacientes com doenca
metastatica irressecadvel (Quadro 1), contudo as taxas de sobreviva global

permanecem desfavoraveis. *® A investigacdo dos mecanismos pelo qual a metéstase



hepatica ocorre € pilar central na criacdo de estratégias que controlem ou bloqueiem

a progresso da doenca.'®

Quadro 1 - Principais protocolos de quimioterapia empregados no tratamento do
cancer colorretal

Anti-neoplasico/protocolo Principio ativo Nome comercial
5-FU/LV 5-FU= Fluorouracil
LV=Leucovorin _
Capecitabina Capecitabina Xeloda
CAPEOX CAPE=Capecitabina Xeloda
OX=0xaliplatina Eloxatin
FOLFIRI FOL=Leucovorin Camptosar

F= Fluorouracil

IRI=Irinotecano

FOLFOX FOL=Leucovorin Eloxatin
F= Fluorouracil
OX=0xaliplatina

FOLFOXIRI FOL=Leucovorin Eloxatin

F= Fluorouracil Camptosar
OX=0xaliplatina
IRI=Irinotecano

Irinitecano Irinotecano Camptosar

Fonte: National Comprehensive Cancer Network Guidelines for Colon Cancer, Version
1.2017

O uso de modelos pré-clinicos é o pilar central em qualquer aspecto que
envolve a pesquisa translacional, compreendendo desde o entendimento da biologia
tumoral ate o desenvolvimento de novos tratamentos. Atualmente, o NCI-60 cancer
cell line panel representa 0 maior acervo de linhagens celulares tumorais sendo o
mais frequententemente utilizado em estudos desenvolvimento de novos farmacos in

vitro.> Estas células derivam de tumores de pacientes e estdo adaptadas a crescer



indefinidamente em meios de cultura artificiais. Apesar dessas linhagens celulares
convencionais serem de facil utilizacdo, apresentam importantes limitacdes no
desenvolvimento de farmacos no cenario pré-clinico. A mais relevante é a falta de
valor preditivo no que se refere a sua atividade em determinados tipos de cancer em
ensaios clinicos. Ainda, linhagens celulares sdo normalmente estabelecidas a partir
de componentes mais agressivos do tumor e, consequentemente, ndo conseguem
representar a complexa heterogeneidade tumoral evidente na pratica clinica.* Em
contraste, modelos metastaticos in vivo usando camundongos podem representar,
com maior acurécia, 0 processo metastatico e ajudar na compreensao do mecanismo

de sua formacdo e na criacdo de estratégias terapéuticas %%

(Figura 4). A introducéo
do camundongo atimico nude para implantacdo e crescimento de tumores humanos
em 1969 mudou o paradigma da pesquisa béasica aplicada ao estudo do céncer.
Rygaard e Povlsen % implantaram um fragmento de cancer colorretal de um paciente
de 71 anos de idade, no subcutaneo de um camundongo nude. O tumor cresceu como
um adenocarcinoma de cdlon bem diferenciado similar a amostra removida do
paciente. Este foi o primeiro patient-derived xenograft (PDX) descrito na literatura,
contudo, divergéncias foram repetidamente descritas entre a habilidade de invaséo e
metastase do tumor no paciente comparadas ao comportamento benigno dos tumores
implantados no subcutaneo dos camundongo nude. A grande maioria dos tumores

humanos solidos, ndo se metastatizavam quando implantados no subcutaneo destes

camundongos.?
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Fonte: PEREZ et al. **
Figura 4 - Figura esquematica de propagacéo tumoral atraves de implantacdo em

camundongos nude.

Wang and Sordat ?® in 1982 foram os primeiros a implantar tumores humanos
ortotopicamente em animais imunodeficientes. Uma suspenséo de células de cancer
colorretal foi injetada no colon descendente de um camundongo nude. Foram
observados o crescimento tumoral no local da injecao e também a propagacdo de
metastases, levantando a hipo6tese que o sitio ortotopico de implantacdo, ou seja, 0
local correspondente ao local de origem do tumor no paciente, permite um
comportamento tumoral mais similar ao tumor do paciente, quando comparado a
implantacdo de tumores no subcutaneo. Hidalgo et al. ** desenvolveram o primeiro
modelo patient-derived orthotopic xenograft (PDOX) em camundongos nude
utilizando a técnica de implantacdo cirurgica ortotopica de tecido intacto de cancer
colorretal. Uma maior ocorréncia de metastases foi observada em modelos
ortotopicos implantados com tecido tumoral intacto, com o seu micro-ambiente
preservado, quando comparados com implantagdo de células tumorais. Os modelos
PDOX podem ser uma boa oportunidade de se estudar 0s mecanismos de progressao

tumoral por mimetizarem os padrfes clinicos de metastases. Ainda, esta estratégia



poderia permitir o estudo de resposta a diferentes farmacos simultaneamente no
paciente e no modelo animal, a investigacdo de novos marcadores tumorais de
resisténcia e susceptibilidade, e o teste de novas combinacdes de farmacos para
vencer resisténcias. 2

Os regimes de quimioterapia aprovados para uso clinico sdo indicados com
base na chance de resposta antitumoral observada em alguns pacientes em estudos
clinicos. Desta forma, ndo € possivel antecipar se um paciente especifico se
beneficiara desse tratamento. A evolucdo da oncologia personalizada tem como
premissa a identificacdo do tratamento ideal para cada paciente e, a possibilidade de
avaliacdo in vivo da eficécia de diferentes tratamentos para o tumor especifico de um
paciente tem grande apelo para a incorporacdo clinica desse conceito. Esta
abordagem pode permitir identificar as caracteristicas individuais de cada linha de
tumor, fornecendo possiveis tratamentos alternativos para cada paciente.

Deve-se notar que, no momento, ndo existem modelos alternativos (cultura
celular, ou abordagens in silico) que possam simular de forma mais fiel o ambiente

apropriado para o crescimento tumoral.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Este projeto visa desenvolver um modelo de xenoenxerto ortotopico a partir
de metastase hepatica de cancer colorretal em camundongos

imunodeficientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar ensaios de crescimento tumoral in vivo a partir de fragmentos de
metastases hepaticas de pacientes portadores de tumores colorretais;

Realizar a caracterizacdo morfolégica e molecular das proteinas de reparo de
DNA MLH1, PMS2, MSH2 e MSH6 por imuno-histoquimica dos tumores

gerados nos animais e comparar com 0s tumores dos pacientes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CRITERIO DE INCLUSAO DOS PACIENTES

Os pacientes selecionados para este estudo prospectivo respeitaram 0s
seguintes critérios de inclusdo: portadores de cancer colorretal com metastases
hepéticas confirmadas através de exame anatomo-patoldgico; com indicacdo de
segmentectomia hepética; submetidos a procedimento cirargico pelo Departamento
de Cirurgia Abdominal do A.C.Camargo Cancer Center; e que concordaram em
participar do estudo atraves do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A
selecdo ocorreu durante as reunifes de departamento da Equipe da Cirurgia
Abdominal as quartas-feiras ao longo do ano de 2015. Seis pacientes cumpriram 0s
critérios e foram incluidos no estudo. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da Fundagdo Antdnio Prudente (processo nimero 1950/14). (Anexo 2)

3.2 SELECAO DAS AMOSTRAS TUMORAIS

A amostra tumoral foi coletada no momento em que a peca cirargica foi
levada a patologia. (Figura 5A). O patologista responsavel confeccionou um
fragmento tumoral em cunha com didmetro maximo de 5 mm. As amostras foram
imersas imediatamente em tubo plastico com meio de cultura celular DMEM e 10%
de soro fetal bovino (Gibco) a 4° C. As coletas ocorreram em dias diferentes de

acordo com a agenda de cirurgia do departamento.
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3.3 ANIMAIS DE ESTUDO

Os camundongos nude utilizados neste estudo apresentam background
genético BALB/ ¢ e foram adquiridos da empresa Charles River. Machos e fémeas
com idade aproximada de 2 a 4 meses e peso aproximado de 20 gramas. Os animais
foram mantidos durante todo o periodo experimental em biotério SPF (Specific
Pathogen Free), 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. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da

Fundacao Antonio Prudente (processo nimero 065/14). (Anexo 1)

34 CONFECCAO DO XENOENXERTO

Imediatamente ap0s a obtencdo da amostra tumoral, o material seguiu em
embalagem térmica, refrigerada com gelo, para o biotério do Centro Internacional de
Pesquisa (CIPE) onde o fragmento tumoral foi implantado nos animais.

O procedimento seguiu de acordo com o protocolo descrito abaixo:

(i) A érea de trabalho foi preparada através da desinfeccao de todas as superficies da
capela de fluxo laminar com A-33;

(i) Prepararado uma placa de Petri com solugéo de penicilina / estreptomicina, em
uma diluigédo de 1:100 em meio HBSS.

(iii) Os animais foram anestesiados pela via intraperitoneal com uma solucdo de
Ketamina/Xilazina/PBS respeitando as proporc¢des 50%, 25%, 25% respectivamente,

e volume final de 0,25ml. Aguardar a completa sedagéo do animal.
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(iv) O fragmento tumoral foi transferido para a placa de Petri estéril com HBSS e
penicilina / estreptomicina.

(v) Com auxilio de um bisturi, o tumor foi cortado em fragmentos com tamanho
aproximado de 1 mm, descartando regides de desvitalizadas. Considerou-se descarte

areas macroscopicas caracteristicas de lise tecidual.

3.4.1 Transplante do enxerto tumoral

(i) O camundongo anestesiado foi posicionado em decubito dorsal; Para confirmar a
profundidade do plano anestésico, a regido distal do membro posterior foi levemente
pressionada.

(ii) A antissepsia cirurgica foi realizada com lodo 2%.

(iii) Foi realizada uma incisdo horizontal de 15 mm de comprimento, pré-retro
umbilical, utilizando pincas e tesouras oftalmicas.

(iv) Um blefarostato foi utilizado para exposicdo hepatica e um swab estéril foi
utilizado para exposicdo do lobo hepatico esquerdo. Um fragmento de 1mm?® de
tumor ¢ inserido manualmente no interior de uma agulha coaxial utilizada em bi6psia
percutanea. Perfurou-se o parénquima hepéatico com a agulha coaxial e introduziu o
fragmento pressionando o mandril dentro da agulha. O mesmo procedimento foi feito
no lobo hepético direito.

(v) O local da inciséo foi fechado com sutura padréo simples separado com fio ndo
absorvivel sintético nylon ethicon 4-0. Apds o procedimento, 0s animais receberam
analgesia com tramadol na dose de 2mg/kg previamente diluido em 5mg/ml, pela via

subcutanea.
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(vi) Apos a implantacdo, os animais foram monitorados até a completa recuperacao

anestésica sob luz infra-vermelha.

35 AVALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL

Os animais foram avaliados semanalmente, quanto a perda de peso, sinais de
apatia, emagrecimento, desidratacdo, e aumento de volume abdominal em
decorréncia de crescimento tumoral.

Os animais foram submetidos a anestesia geral na presenca dos sinais supra citados
ou no final do periodo de observacdo de 12 meses. A eutandsia foi realizada por
deslocamento cervical ap6s confirmacdo de estagio 111/4° plano anestésico de
Guedel. Os animais foram necropsiados e as regides implantadas foram coletadas,
reimplantadas em uma segunda e terceira passagem nos camundongos, e, uma

amostra, armazenada em formaldeido PFA 4% para analise anatomo-patoldgica.
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3.6 ANALISE ANATOMO-PATOLOGICA E IMUNO-

HISTOQUIMICA

As amostras tumorais foram processadas para analise histologica e
submetidas a coloracdo de Hematoxilina-Eosina. O perfil imuno-histoquimico das
proteinas de reparo de DNA MLH1 (clone M1, Ventana), PMS2 (clone EPR3947,
Ventana), MSH2 (clone G219-1129, Ventana) e MSH6 (clone 44, Ventana) foi
realizado buscando identificar os mesmos marcadores expressos no tumor de cada
paciente. Todo o processo de analise foi feito pelo mesmo patologista com

experiéncia maior de 10 anos e oncologia colorretal (Maria Dirlei Begnami).

3.7 PASSAGEM TUMORAL

Foram realizadas trés passagens tumorais em camundongos para cada
amostra de paciente. A Metodologia empregada neste estudo sofreu pequenos ajustes
causados pela incompatibilidade de horario e/ou recursos disponiveis entre os setores
da Patologia, Cirurgia Abdominal, Biotério e Medicina Nuclear. Face ao exposto, na
primeira passagem (P-0) foram selecionados quatro animais para cada amostra de
paciente, exceto na primeira passagem do paciente 01 onde utilizou-se apenas dois
animais disponiveis. Os camundongos P-0 implantados foram acompanhados por 12
meses ou até a evidéncia de crescimento tumoral. A eutandsia foi realizada ao final
do periodo observacional e os camundongos com implantes viaveis tinham os
tumores reimplantados em uma nova série de 4 animais denominada P-1, e de forma

analoga posteriormente para uma terceira série de animais denominada P-2.
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4 RESULTADOS

41 CONFECCAO DO XENOENXERTO

Durante todo o experimento a coleta de material e preparo no camundongo se
manteve semelhante entre os seis pacientes. O Termo de consentimento livre e
esclarecido fora apresentado na noite anterior a cirurgia, e todas as duvidas
relacionadas ao estudo foram sanadas. No momento da cirurgia, um recipiente com
gelo e tubo Falcon contendo meio de cultura celular permanecia na patologia para o
armazenamento da amostra. As coletas aconteceram predominantemente no final do
dia. As amostras foram levadas imediatamente ao biotério da instituicdo e o

procedimento de implantacdo tumoral excedeu mais do que trés horas. Figura 5
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Figura 5 - Processo de inocula¢do tumoral em camundongo atimico nude. Amostra
de metastase hepatica de paciente. (A) ap6s a remocdo cirlrgica a amostra foi
cortada em fragmentos de 1 mm® (B). Dois fragmentos foram inoculados no
parénquima hepéatico com auxilio de agulha coaxial de biopsia percutanea (C,D).
Figura representativa de um PDOX em camundongo com crescimento tumoral (E).

Figura representativa de um figado com lesdo tumoral por xenoenxerto ortotépico

(F)
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42 PACIENTE 01

A paciente 01, 50 anos, passou por exposicdo prévia a trés protocolos
quimioterapicos, e teve o diagnostico de metastase hepatica de CCR confirmada pelo
anatomo-patologico, com mutacdo em K-Ras. Na data de sua cirurgia o Biotério
pode disponibilizar somente dois animais. Somente um camundongo desenvolveu
tumor e foi eutanasiado apds 252 dias. A paciente evoluiu a ébito devido a
complicacdes pos-cirargicas. Conforme indicado na Figura 6, os PDOX mantiveram
a mesma morfologia celular observada na amostra do paciente nas trés passagens. A
expressao de MLH1, PMS2 e MSH6 foi observada, enquanto MSH2 néo foi
detectado (Quadro 2). Essas caracteristicas foram mantidas nos xenoenxertos. Os
fragmentos de P-0 foram reimplantados em um segundo e terceiro lote de animais
(P1 e P2). O numero de animais que apresentaram crescimento tumoral foi dois de
quatro animais com tempo de crescimento (P1) de 27 dias. Em P2 o numero de
animais positivos para pega do enxerto foi trés de um total de quatro animais e o
tempo de crescimento foi de 57 dias. Os resultados da implantacdo do tumor estéo
resumidos no Quadro 2. As amostras de P1 e P2 ndo tiveram a imunohistoquimica

avaliada.

Quadro 2 - Imuno-expressao das proteinas de reparo nas amostras do paciente 1 e
seus respectivos xenoenxertos

Paciente 1 P-0 P-1 P-2
MLH1 + + sem amostra sem amostra
PMS2 + + sem amostra sem amostra
MSH2 - - sem amostra sem amostra
MSH6 + + sem amostra sem amostra
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Figura 6 - Caracterizacdo morfoldgica e imunohistoquimica das proteinas de reparo
de DNA no paciente 1 e seu respectivo PDOX. Imagens a esquerda representam
cortes histoldgicos do tumor do paciente, e a direita cortes histologicos da primeira

passagem tumoral em PDOX. Barra de calibragdo = 100 pm.
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43 PACIENTE 02

O paciente 2 teve diagnéstico confirmado de metastase hepética de
adenocarcinoma colorretal. A avaliacdo microscopica na amostra do paciente indicou
resposta ao tratamento quimioterdpico prévio, com presenca de 20% de células
viaveis, necrose presente em 40% da amostra e fibrose em 40%, o que quer dizer
1ss0?). Dos quatro animais implantados somente um camundongo desenvolveu tumor
apos 281 dias. Os fragmentos de P-0 foram reimplantados em um segundo lote de
animais (P-1) e o numero de animais positivos para a pega do enxerto foram um de
quatro animais; o tempo de crescimento de P1 foi de 73 dias. O animal positivo em
P-1 evoluiu a ébito antes que a terceira passagem (P-2) fosse concluida. Os
resultados da implantacdo do tumor estdo resumidos no Quadro 6. Na Figura 7, a
analise de HE mostrou que o PDOX recapitulou a morfologia do tumor do paciente.
O paciente 2 mostrou a expressdao de todas as proteinas de reparo de DNA,
entretanto, em seu respectivo xenoenxerto P-0, a expressdo de MSH2 nao foi

detectada (Quadro 3).

Quadro 3 - Imuno-expressao das proteinas de reparo nas amostras do paciente 2 e
Seus respectivos xenoenxertos.

Paciente 2 P-0 P-1 P-2
MLH1 + + sem amostra sem amostra
PMS2 + + sem amostra sem amostra
MSH2 + - sem amostra sem amostra
MSH6 + + sem amostra sem amostra
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Figura 7 - Caracterizacdo morfoldgica e imunohistoquimica das proteinas de reparo
de DNA no paciente 2 e seu respectivo PDOX. Imagens a esquerda representam
cortes histologicos do tumor do paciente, e a direita cortes histologicos da primeira

passagem tumoral em PDOX. Barra de calibragdo = 100 pum.
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44 PACIENTE 03

O paciente 03, 68 anos, apresentava diagnostico prévio de CCR e foi
submetido a segmentectomia para resseccao de metéastases hepéaticas. A andlise
histopatoldgica do tumor do paciente 3 evidenciou parénquima hepéatico com fibrose
extensiva, areas freqiientes de necrose e esteatose moderada. Apds a anélise, outra
amostra do mesmo paciente foi caracterizada como segunda lesdo maligna
(hepatocarcinoma solido). A implantagdo desta amostra deu origem a doenca
linfoproliferativa pos-transplante (PTLD), a lesdo foi associada a varios nddulos no
figado e bago (Figura 8) e ndo foram correlacionadas com o céncer colorretal. Dois
de quatro animas desenvolveram PTLD, o tempo de observacdo em P-0 foi de 294

dias.
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Figura 8 - Desenvolvimento de uma doenca linfoproliferativa pos-transplante
(PTLD). Em A aspecto macroscopico de baco e figado alterados. B,C representam
cortes histologicos do tumor do paciente. Barra de calibragdo = 100 um
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45 PACIENTE 04

O paciente 04, 41 anos apresentava diagnostico prévio de CCR com K-RAS
selvagem, e submetido a protocolos de neoadjuvancia. A analise histopatoldgica do
paciente 4 evidenciou extensas areas de necrose e fibrose. Nao foi observado
crescimento tumoral durante o periodo de observacdo, nos camundongos

implantados.

46 PACIENTE 05

O paciente 05, 51 anos, apresentava diagnostico prévio de CCR e fora
submetido a protocolos de neoadjuvancia. A amostra do paciente 5 também foi
caracterizada por importante presenca de tecido necrotico, focos de hemorragia,
degeneracdo cistica e esteatose. Ndo foi observado crescimento tumoral durante o

periodo de observacao, nos camundongos implantados.

4.7 PACIENTE 06

O paciente 06, 74 anos, teve seu diagndstico confirmado de metéstase
hepatica de adenocarcinoma colorretal e evoluiu a 6bito XXX dias apés a cirurgia.
Dos quatro animais implantados em P-0 somente um camundongo desenvolveu
tumor apds 153 dias. Os fragmentos de P-0 foram reimplantados em um segundo lote
de animais (P-1) e o numero de animais positivos para a pega do enxerto foi de dois

em quatro animais; o tempo de crescimento de P1 foi de 99 dias. As amostras de P1
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foram reimplantadas em um novo lote de animais (P-2) e 0 numero de animais
positivos para pega do enxerto foi trés de quatro animais; o tempo de evolucdo até a
eutandsia foi de 87 dias. Os resultados da implantacdo do tumor estdo resumidos no
Quadro 6. Nas Figuras 09 e 10, a analise de HE mostrou que o PDOX recapitulou a
morfologia do tumor do paciente em P-0, P-1 e P-2. O paciente 06 mostrou a
expressdo de todas as proteinas de reparo de DNA. Essas caracteristicas foram

mantidas nos respectivos PDOX (Quadro 4).

Quadro 4 - Imuno-expressao das proteinas de reparo nas amostras do paciente 6 e
seus respectivos xenoenxertos.

Paciente 6

P-0

P-1

P-2

MLH1

+

PMS2

+

MSH2

+

MSHG6
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Figura 9 - Caracterizagdo morfoldgica e imunohistoquimica das proteinas de reparo
de DNA no paciente 6 e seus respectivos PDOX. Imagens a esquerda representam
cortes histoldgicos do tumor do paciente, e a direita cortes histologicos da primeira

passagem tumoral em PDOX. Barra de calibragdo = 100 pum.
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Figura 10 - Caracterizacdo morfoldgica e imunohistoquimica das proteinas de reparo
de DNA na segunda e terceira passagem tumoral em PDOX do paciente 6. Imagens a
esquerda representam cortes histolégicos da segunda passagem do PDOX, e a direita
cortes histoldgicos da terceira passagem tumoral em PDOX. Barra de calibracdo =
100 pm.
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Caracteristicas clinico-patoldgicas dos seis pacientes incluidos no estudo

estdo descritas no Quadro 5.

Quadro 5 - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes

Numero do Sexo idade na diagndstico tratamentos altima
paciente cirurgia prévios atualizacdo
1 feminino 50 CCR, K-RAS 1 -FOLFOX Obito —
mutado 2-FOLVOX+ complicacdes
bevacizumabe pos-cirdrgicas
3-FOLFIRI+
bevacizumabe
2 masculino 67 CCR, K-RAS 1- FOLFIRI+ Segmento
selvagem cetuximabe jan/2018
2-DEBIRI
3-FOLFIRI+
bevacizumabe
3 masculino 68 CCR, sem tratamento Segemento
Hepatocarcino prévio fev/2018
ma
4 masculino 41 CCR, K-RAS 1-FLOX+ recidiva hepatica
selvagem bevacizumabe e linfonodal
2-FOLFIRI nov/17
5 feminino 51 CCR 1- Segemento
FOLFOX+RFA out/2017
percutaneo
2-FOLFIRI+
bevacizumabe
6 masculino 74 CCR sem tratamento Obito —

prévio

complicacdes
pos-cirdrgicas

CCR = Carcinoma colorretal; FOLFOX = 5-Fluoracil + Oxaliplatina; FOLFIRI = 5-Fluoracil +

Irinotecano; FLOX = Leucovorin + 5-Fluoracil + Oxaliplatina; DEBIRI = quimioembolizacdo com

Irinotecano; RFA = Ablagéo por Radiofrequéncia.
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enxertos positivos em cada passagem estdo resumidos no Quadro 6.

PERIODO DE CRESCIMENTO DO ENXERTO TUMORAL

O tempo de crescimento do xenoenxerto no camundongo e o numero de

Quadro 6 - Sumario das caracteristicas de crescimento do enxerto tumoral

Paciente Crescimento | Crescimento | Dias | Crescimento | Dias | Crescimento | Dias
no em P-0 para em P-1 para em P-2 para
camundongo P-0 P-1 P-2
1 Sim lde?2 252 2de4 27 3de4 51
2 Sim lde4 281 lde 4 73 -
3 PTLD 2de4 294 - - -
4 Néo - - - - -
5 Nao - - - - -
6 Sim lded 153 2de4 99 3de4 87

PTLD = doenca linfoproliferativa pds-transplante

28
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, estabelecemos um modelo PDOX pre-clinico para
estudar tumores colorretais metastaticos usando fragmentos de lesdes hepaticas
implantados no figado de camundongos nude atimicos. Os animais desenvolveram
tumores que se assemelham morfologicamente aos tumores originais do paciente,
incluindo a expressdo de proteinas de reparo de DNA também expressas pelo tumor
dos pacientes.

Os modelos animais referidos como Patient-derived Xenografts (PDX) sao
utilizados na pesquisa translacional em cancer por mais de quatro décadas.?® Ainda
que este ndo seja um assunto novo, 0s xenoenxertos tumorais sdo alvo de muita
pesquisa a medida que se visualiza uma possibilidade de definir tratamentos
personalizados para um tumor especifico do paciente, a partir de modelos avatar.** O
valor real desses modelos ainda é discutido e, como qualquer método de pesquisa, 0
PDX também possui limitagcdes.>** A principal critica é a necessidade de
camundongos imunodeficientes para o crescimento de células tumorais humanas™'.
Muitas linhagens de camundongos estdo disponiveis para este fim. No presente
trabalho utilizamos o camundongo nude atimico que ndo possue ceélulas T

maduras, %’

contudo apresenta resposta humoral e inespecifica mimetizando melhor
0 papel do sistema imune na carcinogénese. PDXs também podem demorar meses
para crescer, tornando-os muito lentos para servir como avatares para aqueles

pacientes que precisam de tomadas imediatas de decisdo terapéutica.?
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Ainda, ao se dissociar o tumor do paciente em meio de cultura e aplicar essas
células tumorais no camundongo, ocorre a alteracdo no comportamento celular,
comparado ao comportamento do tumor primario, descaracterizando o modelo
avatar. As linhagens tumorais derivadas de tumores humanos ja passaram por
inimeros processos de selecdo clonal e ndo recapitulam a heterogeneidade tumoral
observada nos tumores dos pacientes. Considerando este aspecto, 0 uso de tecido
tumoral fresco pode sobrepor essas limitagcdes, permitindo a criagdo de modelos
avatares mais fieis ao paciente. O desenvolvimento de xenoenxerto tumoral a partir
de amostra de paciente permite a investigacao de fatores envolvidos na progresséo da
doencga em cendrios metastaticos, como mecanismos de transformacéo, invasdo, bem
como a avaliacdo de resposta do avatar a farmacos anti-neoplésicos, permitindo a
investigagdo de fatores envolvidos na transformagdo maligna, invasdo e metastase.
Além disso, esta plataforma permite ao oncologista avaliar a eficacia de farmacos
anti-neoplasicos no modelo avatar, personalizando o tratamento de seu paciente.****
Nesse contexto, pesquisadores comecaram a identificar maior semelhanca no
comportamento tumoral, ao se minimizar ao méaximo as diferencas do microambiente
tumoral entre paciente e camundongo. ****

A partir deste conceito que nosso estudo se insere. Uma das maiores
limitacGes de se implantar fragmento tumoral no subcutaneo de camundongos nude é
a baixa capacidade de metéstases que os tumores implantados apresentam. Por outro
lado, ao procurar manter as mesmas caracteristicas do microambiente onde o tumor
cresceu, inoculando fragmento tumoral do paciente no sitio respectivo onde a leséo

foi removida (patient-derived orthothopic xenograft - PDOX), o comportamento

metastatico e agressivo da lesdo é preservado.™
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Nosso estudo demonstrou a capacidade de crescimento e expansdo tumoral
em 50% das amostras implantadas, preservando as mesmas caracteristicas
morfoldgicas e moleculares observadas no tumor do paciente. Estes resultados vado
de acordo com os resultados obtidos por Fu et al, que notou intensa similaridade
morfolégica e molecular no modelo PDOX.™

Ainda de acordo com Robert and Hoffman*, a preservagdo do microambiente
tumoral durante a confeccdo do enxerto aumentam as chances das caracteristicas
morfolégicas e moleculares do tumor do paciente, serem preservadas ao longo de
diversas passagens tumorais no modelo animal. Estas evidéncias tornam esta
plataforma de pesquisa muito atrativa para testes com diferentes agentes anti-
neoplésicos.

Nosso trabalho reproduziu com sucesso as caracteristicas morfoldgicas e a
expressdo de proteinas de reparo envolvidas na carcinogénese do cancer colorretal
em trés dos seis pacientes, 0 que concorda com dados de outros estudos e reforca a
hipotese de que os modelos ortotopicos (PDOX) usando um fragmento de tumor séo
melhores do que os modelos que utilizam a implantacdo subcutanea (PDX) para
preservar 0 comportamento do tumor no paciente. Ainda, o modelo avatar do
paciente 6 teve as caracteristicas supracitadas foram mantidas até a terceira passagem
tumoral ™
O sucesso de implantacdo e crescimento (50% da amostra) pode ser atribuido
aos altos niveis de fibrose e necrose encontrados nos tumores implantados. Além
disso, a anélise microscopica das amostras dos pacientes 4 e 5 revelou parénquima
hepéatico com alteracdo arquitetdnica com fibrose extensiva, denotando formacéao de

nodulos, com areas freqiientes de necrose e esteatose moderada. A selecdo dos
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pacientes para este estudo seguiu as recomendacgdes do comité de ética da pesquisa
da instituicdo, que sugeriu a inclusdo de pacientes indicados para cirurgia no figado.
Estes pacientes foram submetidos a protocolos de quimioterapia intensa antes da
cirurgia, resultando em necrose e fibrose extensiva nos ndédulos ressecados. As
amostras dos pacientes 02 e 03 mostraram 20% e 30% de células tumorais viaveis,
respectivamente. Apenas dois fragmentos de 1 mm? foram preparados a partir dessas
amostras usando uma lamina de bisturi, evitando areas com degeneracdo visivel. O
periodo excessivamente longo para o crescimento de tumores dos pacientes 01, 02 e
06 nos animais modelo e a falha dos enxertos dos pacientes 03, 04 e 05 pode ter sido
resultado da resposta parcial ou total da quimioterapia previa a cirurgia. No entanto,
0 tempo necessario para o crescimento do tumor observado em nosso estudo é
consistente com dados de estudos semelhantes, que relatam um tempo médio de 6 a
12 meses para avaliar o crescimento tumoral.™®

Como mencionado anteriormente, a implantagdo da amostra tumoral do
paciente 3 deu origem a PTLD. A lesdo foi associada a varios nédulos de bago e
metéstases a distancia e ndo foi correlacionada com o céancer colorretal. A patologia
do PTLD ainda € debatida. Porém, ha uma condigdo bem conhecida que envolve a
proliferacdo de linfocitos infectados pelo Epstein-Barr virus (EBV) de acordo com a
condicdo do sistema imune. Existe a possibilidade de linfdcitos infectados por EBV
se proliferarem agudamente quando transplantados em  camundongo
imunodeficientes como os camundongos nude utilizados neste experimento.®®*°

Uma alternativa inicialmente proposta para o estudo, mas rejeitada pelo
comité de ética, foi obter amostras de pacientes submetidos a bidpsia percutanea

guiada por tomografia, antes do inicio de terapias sistémicas. E, ao usar imagens
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metabolicas do tumor, é possivel obter amostras com maior quantidade de células
viaveis, diminuindo o tempo necessario para o crescimento do tumor no modelo do
avatar.

As principais limitagdes deste estudo que podem afetar os resultados futuros
em pesquisas similares incluem a selecdo dos pacientes: todos expostos previamente
a intensos protocolos quimioterapicos. A busca por pacientes recém diagnosticados
pode alterar siginificativamente o tempo de crescimento do modelo avatar. A falta de
analise microscopica da amostra tumoral antes da implantacdo no camundongo, que
permitiu que fragmentos de necrose e fibrose fossem implantados. Ainda, oS
critérios de inclusdo dos pacientes no estudo foram baseados em evidencias clinicas e
ndo anatomopatoldgicas, obtidas em reunides de departamento. A este fato
atribuimos a inclusdo do paciente numero trés que posteriormente, foi diagnosticado
portador de carcinoma hepatocelular. O mesmo foi mantido no estudo com o
objetivo de trazer a luz dados das principais limitagbes do mesmo.

Embora este modelo esteja estabelecido na literatura internacional, ndo ha
estudos semelhantes no Brasil. O tratamento individualizado para pacientes
oncoldgicos atualmente é considerado como um pilar central em diferentes linhas de
pesquisa para combater o cancer e, nesse contexto, a padronizagdo desse modelo de

metastases hepaticas em camundongos nude, abre o caminho para novos tratamentos.
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6 CONCLUSAO

A implantacdo de fragmentos tumorais frescos diretamente no parénquima hepatico

foi eficiente no sentido de proporcionar o crescimento in vivo do tumor

Os tumores gerados nos animais apresentam caracteristicas morfologicas e a
expressdo das proteinas de reparo de DNA MLH1, PMS2, MSH2 e MSH6 que se

assemelham aos tumores originais dos pacientes.

Existe o risco intrinseco do método para o surgimento de lesdes linfoproliferativas

que néo séo relacionadas ao tumor original do paciente.
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