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RESUMO

Ikegami. Envolvimento das vesiculas extracelulares nos mecanismos de
disseminacdo de carcinoma de células renais. Sdo Paulo, 2024 [Tese de Doutorado-

Programa de Pds Graduagdo em Oncologia da Fundagdo Antdnio Prudente]

O carcinoma de células renais (CCR) apresenta evolucdo clinica altamente variavel:
tumores localizados, metastases e invasdo do sistema venoso por trombos tumorais. A
resseccao cirurgica é a principal forma de tratamento e a nefrectomia com trombectomia
sdo procedimentos desafiadores, com altas taxas de morbidade.** Nosso grupo gerou
xenoenxertos derivados de pacientes (PDX) a partir de tumor de paciente com CCR e
trombo  tumoral!®,  Camundongos  imunodeficientes (NSG)  implantados
ortotopicamente com o tumor desenvolveram a doenga e 50 a 60% também
apresentaram formacdao de trombo. A linhagem celular imortalizada CCR26 foi gerada a
partir de um desses PDX e foi confirmada sua capacidade tumorigénica e formacéo de
trombos. Foram feitos ensaios de caracterizacdo das células por imunofluorescéncia,
proliferacdo e migracdo. As armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETS) séo redes
de DNA e proteinas expelidas pelos neutrofilos e estdo relacionadas a trombose
associada ao cancer. Nossos resultados mostraram que camundongos portadores de
CCR que forma trombos apresentam cerca de dez vezes mais niveis plasmaticos de IL-8
(um importante quimioatraente de neutréfilos) do que camundongos com CCR sem
trombos tumorais. Estes resultados sdo apoiados por outros em que 0 meio
condicionado das células CCR26 induziu in vitro 2,4 vezes mais migracdo de
neutréfilos humanos do que meios de linhagens celulares que ndo formam trombos.
Apos a separacgdo por ultracentrifugacdo da fracdo solivel do meio de cultura daquela
formada por vesiculas extracelulares (VE), verificou-se que a atividade de
quimioatracdo esta concentrada em VEs secretadas pelas células CCR26. Em conjunto
estes dados apontam para um mecanismo de formacéo de trombos no CCR envolvendo
fatores quimioatraentes presentes em VEs e NETs. Os resultados positivos destas
abordagens podem trazer um beneficio muito importante no tratamento de pacientes
portadores de CCR que apresentam trombos tumorais em veias renais e veia cava

inferior.

Palavras-chave: cancer renal, trombos tumorais, PDX, neutr6filos, NETS, vesiculas

extracelulares



ABSTRACT

Ikegami. Involvement of extracelular vesicles in the dissemination mechanisms of
renal cell carcinoma. Sdo Paulo, 2024 [Tese de Doutorado-Programa de POs

Graduacdo em Oncologia da Fundagéo Antonio Prudente]

Renal cell carcinoma (RCC) presents a highly variable clinical evolution: localized
tumors, metastases and invasion of the venous system by tumor thrombi. Surgical
resection is the main form of treatment and nephrectomy with thrombectomy are
challenging procedures with high morbidity rates'*. Our group generated patient-derived
xenografts (PDX) from CRC patient tumor and tumor thrombus'®. Immunodeficient
mice (NSG) orthotopically implanted with the tumor developed the disease and 50 to
60% also showed thrombus formation. The immortalized cell line CCR26 was
generated from one of these PDX and its tumorigenic capacity and thrombus formation
were confirmed. Cell characterization assays were performed using
immunofluorescence, proliferation and migration. Neutrophil extracellular traps (NETS)
are networks of DNA and proteins expelled by neutrophils and are related to cancer-
associated thrombosis. Our results showed that mice with CRC that forms thrombi have
approximately ten times higher plasma levels of IL-8 (an important neutrophil
chemoattractant) than mice with CRC without tumor thrombi. These results are
supported by others in which conditioned medium from CCR26 cells induced 2.4 times
more human neutrophil migration in vitro than media from cell lines that do not form
thrombi. After separating the soluble fraction of the culture medium from that formed
by extracellular vesicles (EV) by ultracentrifugation, it was found that the
chemoattraction activity is concentrated in EVs secreted by CCR26 cells. Taken
together, these data point to a mechanism of thrombus formation in RCC involving
chemoattractant factors present in EVs and NETs. The positive results of these
approaches can bring a very important benefit in the treatment of patients with CRC

who present tumor thrombi in the renal veins and inferior vena cava.

Key words: renal cancer, tumor thrombus, PDX, neutrophils, NETs, extracellular

vesicles
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1 INTRODUCAO

O céancer € caracterizado pela proliferacdo descontrolada de células e
reconhecimento deficiente do sistema imunoldgico. Todos 0s anos ocorrem nOVos €asos
de cancer e para 2023, nos Estados Unidos, foram estimados quase 2 milhdes de novos
casos com aproximadamente 600.000 mortes. As estimativas em 17 anos é que ocorra
um aumento de 47% de incidéncia do cancer em relagdo a 20202, De acordo com
estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA), ocorrerdo 704 mil novos casos de
cancer no Brasil para cada ano entre 2023 e 2025 com predominancia nas regides Sul e

Sudeste, que acumulam cerca de 70% da incidéncia®.

Por tratar-se de uma doenca complexa, a incidéncia e mortalidade crescem
rapidamente em todo o mundo, refletindo os mais variados aspectos, desde
envelhecimento e crescimento populacional até aspectos socioecondmicos relacionados
a distribuicdo dos fatores de risco para o cancer e disponibilidade de assisténcia e satde

para a populacdo em geral.

1.1 Carcinoma de células renais

Epidemiologia

O Carcinoma de Células Renais (CCR) é uma doenca heterogénea que
corresponde a 13? neoplasia maligna mais comum globalmente, afetando mais de
400.000 individuos por ano. Em 2020, cerca de 179.000 pessoas morreram de cancer
renal em todo o mundo. A incidéncia geogréafica varia, com taxas mais altas na Europa e
América do Norte. Para 2023, estima-se que 81.800 adultos serdo diagnosticados com
cancer renal nos Estados Unidos, onde € o sexto cancer mais comum nos homens e o
nono nas mulheres. A média de idade ao diagnéstico € de 60 a 70 anos, ndao sendo
comum em pessoas com menos de 45 anos e a proporc¢do de incidéncia entre homens e

mulheres é de 2:12*,

Estima-se que apenas 30% dos pacientes sdo diagnosticados com base nos

sintomas. A triade classica de dor no flanco, hematlria e massa abdominal séo
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observadas em 4 a 17% dos casos. Além disso, os pacientes podem apresentar febre,

perda de peso, fadiga e anemia®.

Fatores de risco

Os fatores de risco mais relevantes ao desenvolvimento do cancer renal séo
idade e sexo. Outros fatores de risco potenciais sdo localizacdo, etnia, excesso de peso
corporal, hipertensdo, doencas renais cronicas, falta de exercicios fisicos, diabetes,
exposicdo a agentes carcinogéneos e tabagismo. Em revisdo sistematica e meta-analise,
autores relatam que o risco de céancer renal e tabagismo é dose dependente e a
propensdo a doenca é de 26% maior em relacdo a individuos que nunca

fumaram5'6’7’8'9'1o'“

Existem determinados fatores que conferem um alto-risco e séo relacionados
com um menor tempo de sobrevida para pacientes em estagio avancado da doenca,
como: nivel de lactato desidrogenase (LDH) e calcio sanguineo alto, anemia, doenca
disseminada para dois ou mais 6rgdos, intervalo menor que um ano desde o diagnostico
até a necessidade de tratamento sistémico e baixo estado geral de salde. Pacientes que
ndo possuem nenhum desses fatores sdo considerados de bom progndstico, enquanto 0s
que apresentam 1 ou 2 fatores sdo considerados com prognostico intermediario e os que
tém 3 ou mais com prognostico reservado e pouca probabilidade de responder bem aos

tratamentos oferecidos'?.

MutacBes germinativas e somaticas também sdo fatores de predisposicdo ao
cancer renal. Através de dados do Atlas do Genoma do Cancer, estima-se que 6 a 9%
dos casos apresentavam alteracdo da linhagem germinativa de genes relacionados a

predisposicdo ao cancer'?,
Origem e subtipos histoldgicos
O CCR surge das celulas epiteliais tubulares renais e abrange mais de 90% dos

canceres renais, sendo o cancer urogenital mais letal com uma taxa de mortalidade de

30 a 40%%. E dividido em subtipos histologicos que apresentam caracteristicas
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morfolégicas, genéticas e progressdo clinica diferentes, com impacto direto no
prognostico e escolha de tratamento. Com base nas caracteristicas histoldgicas os
subtipos mais comuns sdo: Células claras (CCRcc), com 70% de incidéncia; Papiliferos
(CCRp), com incidéncia entre 13-20% e Cromdfobo (CCRch) com incidéncia entre 5-
7% (Figura 1). Tanto o CCRcc como o CCRp originam-se de células do tubulo
proximal, enquanto o CCRch é originado a partir dos tubulos de conexdo distais e do
sistema de ductos coletores'®. O CCR Oncocitico, o carcinoma dos ductos de Bellini e

outros subtipos raros representam 1% do total de casos'’.

Figura 1. Subtipos histolégicos do CCR. A) Células claras, B) Cromdéfobo, C) Papilifero.
Fonte: Athanazio, D.A. (2021)

As classificacdes do CCR evoluem ao longo dos anos de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude, incluindo novos subgrupos ou reagrupando
classificacOes pré-existentes a fim de aliar caracteristicas morfoldgicas e moleculares

especificas com respostas terapéuticas®®.

O CCR de células claras (CCRcc) leva esse nome devido a aparéncia
histoldgica das células, com membranas finas e abundantes em lipidios e glicogénio e
citoplasma claro®. Avangos consideraveis nas areas da biologia celular e molecular do
CCRcc permitiram o entendimento de alguns mecanismos moleculares envolvidos na
doenca. A perda da regido cromossdmica 3p € uma caracteristica que ocorre em mais de
90% dos pacientes diagnosticados com este subtipo histolégico. Este evento é
considerado o condutor inicial do CCRcc esporadico, que ocorre em 95% dos casos
quando comparado ao CCRcc hereditario. Em 1993, a descoberta do gene supressor
tumoral von Hippel Lindau (VHL) forneceu a base para a compreensdo do CCRcc tanto
no contexto esporadico quanto hereditario. A perda do gene VHL esta presente em 70%
nos casos de CCRcc. Na auséncia da proteina VHL, o fator induzido por hipoxia HIF é
estabilizado e promove a transcricdo de fatores relacionados a angiogénese, como fator
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de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e fator de crescimento endotelial e
vascular (VEGF). O gene VHL juntamente com o0s genes modificadores de cromatina
PBRM1, BAP1 e SETD2, estdo proximos e na regido do cromossomo 3p, portanto a
perda desta regido cromossémica leva a deplecdo das proteinas codificadas por eles e

auséncia de funcéo desses genes?1:2223,

Séo identificadas também alteracBes no ndmero de copias cromossémicas no
CCRcc que estdo associadas a progresséo e letalidade do tumor. Um exemplo disso, é a
perda em grande parte ou total do cromossomo 3p e 0 gene polibromo (PBRM1), o
dominio SET 2 (SETD2) e a proteina 1 associada ao BRCA (BAPL) Perfis de expressao
génica e alteracbes gendmicas juntamente com estudos quanto a sua heterogeneidade

forneceram mais informacdes a respeito da evolugao clonal do CCRcc?.

O Carcinoma de Células Renais do tipo Papilifero é o segundo tipo mais
frequente e embora defendido um melhor prognostico em relagdo ao CCRcc na doenga
metastatica € acompanhado de uma evolucdo ruim. O CCRp caracteriza-se pela
presenca de células tumorais que formam estruturas semelhantes a papilas, projecdes de
células que se estendem a partir da superficie do tumor. Este subtipo do CCR se
subdivide em tipo 1 e tipo 2 de acordo com sua morfologia, sendo o tipo 1 com papilas
delgadas e uma unica camada de células e o tipo 2 com papilas mais largas e diversas

camadas de células eosinofilias?*.

O CCR do tipo Cromofobo é um tipo raro de céancer renal que se forma nas
células que revestem os pequenos tubulos renais. A morfologia classica do CCRcr sédo
as células tumorais com citoplasma claro e granular, clareamento perinuclear e
contornos nucleares irregulares. Estes tumores possuem baixa taxa de mutacdo somatica
quando comparados ao CCRcc. Algumas vias metabdlicas mais ativas sdo relacionadas
a producdo de energia pelas mitocondrias e dois genes séo frequentemente encontrados
mutados neste tipo de CCR, TP53 e PTEN?2°,

Diagnostico e estadiamento

O diagnostico histologico do cancer renal além de definir o subtipo tumoral

inclui o estadiamento, que prevé a avaliagdio do grau nuclear, caracteristicas
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sarcomatoides, invasao vascular e o sistema de coleta, necrose tumoral e gordura peri-
renal?’. Em 2021 a American Joint Committee on Cancer (AJCC) publicou a 92 edigéo
do Manual de Estadiamento do Cancer com os objetivos de atualizar as nomenclaturas
com base na terminologia da patologia contemporanea, esclarecer as classificaces
histologicas e apresentar fatores preditivos de forma criteriosa. Para 0 CCR do tipo
células claras e papiliferos, as atualizagGes incluem a adogéo do sistema de classificacdo
histoldgica e nuclear OMS/ISUP de quatro niveis, em que se considera o grau de
proeminéncia nuclear e atribui-se nota de 1 a 3 e a presenca de células pleomorficas

altamente atipicas e morfologia sarcomatoide e rabdoide para o grau 42%2°,

As técnicas de imagem como a tomografia computadorizada (TC) associada a
analise histopatologica do material proveniente de bidpsia compdem o diagnostico
clinico. De acordo com a AJCC, o estadiamento do cancer renal ¢ realizado através do
sistema TNM em que: T indica o tamanho do tumor e se existe disseminacdo para
outras areas; N descreve disseminagdo para os linfonodos regionais e M indica se ha

metastase, como apresentado na Tabela 13032,

Conhecer o estadio do tumor auxilia na escolha do tratamento e no
conhecimento do prognostico do paciente. O cancer de rim tende a ser assintomatico em
suas fases iniciais, o que dificulta o diagnostico precoce. Com isso, estima-se que 20 a
30% dos pacientes sdo diagnosticados em estadios avangcados ou ja com metastases. As
taxas de sobrevida dos pacientes caem para 50% quando diagnosticados no estadio 1l e

sd0 menores que 10% quando o tumor se encontra no estadio 1323334,

Tabela 1. Estadiamento do cancer renal de acordo com o sistema TNM. Fonte: Oto, J. (2020)

Estadio Grupo Descriciio

I TI, NO, MO Tumor de até 7 cm de diametro restrito ao rim.

II T2, NO, MO Tumor maior que 7 cm de didmetro ainda restrito ao rim.

i T3, NO, MO Tumor crescendo na wveia renal ou cava, mas ainda nfo invade a glandula

adrenal ou além dafascia de Gerota.
ou

O tumor principal pode ser de qualquer tamanho e pode estar fora do rim, mas

T1aT3. N1. MO
ndo além da fiscia de Gerota. H4 invasfio para os linfonodos regionais.

v T4, qualquer N, MO O tumor principal esta crescendo além da fascia de Gerota. Pode ou nfo ter se

espalhado para os linffonodos proximos.
ou

B Tumor principal de qualquer tamanho com metdstase para outros Orgos.
Qualquer T ou N, M1
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Tratamento

O uso da vigilancia ativa nos casos de CCR ¢ fundamental aos pacientes que
apresentam pequenas massas renais de crescimento lento, idosos ou pacientes com
comorbidades e expectativa de vida curta e para evitar complicagdes decorrentes das
cirurgias em curto e longo prazo. Nesses casos a vigilancia ativa torna-se mais benéfica
que intervencdes cirdrgicas®=¢. Técnicas minimamente invasivas como crioterapia e
ablacdes por radiofrequéncia em pequenos tumores ou em pacientes com apenas um rim
representam boas chances de cura com pouco manejo cirtrgico. Quando é necessario 0
método cirdrgico pode-se utilizar a cirurgia poupadora de néfrons ou a nefrectomia
radical, a depender do caso. Entretanto um terco dos pacientes desenvolvem a doenca
metastatica com pior progndstico e distin¢des cruciais na progressdo e desenvolvimento

do curso clinico da doenca bem como da sua biologia celular e molecular?437:38:39,

Estima-se que 20 a 30% dos pacientes com CCR apresentam metastases a
distancia e 2 a 5% recorréncia da doenca local. Neste contexto, as abordagens
adjuvantes incluem terapia hormonal, radioterapia, imunoterapia e agentes alvo*®. O
CCR metastatico tende a invadir figado, pulmdes, ossos e ganglios linfaticos, requer
terapia sistémica neoadjuvante que utilize combina¢des de tratamento a serem feitas de
acordo com a escolha do médico baseada em recomendacdes e guidelines derivados de
ensaios clinicos. Historicamente, 0 CCR metastatico era tratado com terapia sistémica
baseada em imunossupressores como IL2 ¢ INFa, porém este com um grupo seleto de
pacientes respondedores e com altas taxas de toxicidade associada (24% de
mortalidade)*:. Com a evolugdo no entendimento do cancer renal, a abordagem do

tratamento € definida pelas alteragdes moleculares presentes no tumor.

A melhor compreensdo dos mecanismos moleculares da progressdo do CCR é
importante para a descoberta de novos marcadores prognosticos e terapias direcionadas,
além de possibilitar o acompanhamento dos pacientes em estadios iniciais submetidos a

cirurgia, considerando o risco de recidiva local ou sistémica.
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A Associacdo Europeia de Urologia recomenda inibicdo do ponto de controle
imunolégico (nivolumabe mais ipilimumabe — anticorpos monoclonais que regulam
negativamente a ativagdo das células T como tratamento de primeira linha para
pacientes metastaticos Pacientes que ndo toleram inibidores do ponto de controle
imunoldgico fazem uso de terapia-alvo com inibidores de tirosina kinase (TKI)
direcionados ao fator de crescimento endotelial e vascular (VEGF) (sunitinibe e

pazopanibe)*?.

1.2 CCR e trombo tumoral

Um dos aspectos clinicos do CCR é que ele pode se estender para a veia renal,
invadindo a veia cava inferior e até progredir para o atrio direito em casos mais
avancados. O mecanismo subjacente a formacdo de trombos tumorais € desconhecido.
Os trombos séo estruturas que se formam dentro dos vasos sanguineos, interrompendo o
fluxo de sangue. Estudos sobre a composicdo de trombos oriundos de leséo ou
disfuncdo endotelial em doencas cardiovasculares, geralmente rombos arteriais,
mostram que estes sdo constituidos de glébulos vermelhos, plaquetas, fibrinas com fator
de von Willebrand (VWEF), glébulos brancos, neutrophil extracelular traps (NETS) e
DNA extracelular. Esta heterogeneidade na composi¢do dos trombos muda de acordo
com a doenca: no AVC isquémico agudo, ha regides ricas em globulos vermelhos e
plaquetas; no tromboembolismo venoso, glébulos vermelhos, fibrinas, algumas
plaquetas e leucdcitos; no infarto agudo do miocardio a composicao é influenciada pelo

tempo de isquemia®.

Os estudos de trombos originados de tumor, chamados de trombos tumorais,
s80 escassos, pois 0s modelos animais de trombose e estrutura de trombos séo limitados
a lesbes em artérias e vasos e ndo sdo provenientes de tumor prévio. Esta condicédo
também é denominada como trombose associada ao cancer (TAC). Estima-se que a
incidéncia anual de tromboembolismo venoso (TEV) em pacientes com cancer seja de
0,5% contra 0,1% para a populacdo em geral. O cancer ativo é responsavel por 20% da
incidéncia de TEV geral sendo que para o cancer renal o risco relativo de diagndstico
em 5 anos de trombo em pacientes hospitalizados é de 5,8%. E importante destacar que
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nos pacientes com cancer o TEV é a segunda principal causa de morte depois da prépria

progressdo da doenga*,

Como ja apresentado na Tabela 1, a presenca de trombo tumoral, identificado
como a extensdo do tumor para um vaso, altera o estadiamento, progndstico e
abordagem clinica. A partir do estadiamento T3a o trombo tumoral esta presente na veia
renal ou seus segmentos ou invade a gordura perirrenal, mas ndo se estende além da
Fascia de Gerota. No estadiamento T3b o trombo tumoral estende-se para a veia cava
inferior (VCI) mais abaixo do diafragma. O trombo esta acima do diafragma ou invade
a parede da VCI, em T3c e finalmente apresenta invasdo além da Fascia de Gerota e
glandula adrenal em T4. Por sua vez, a classificacdo de trombo da Clinica Mayo é
amplamente utilizada para descrever os estagios de avango dos trombos tumorais, sendo
estes em 4 niveis: veia renal, infra-hepatico, intra-hepatico e no ultimo estagio

estendendo-se até o atrio™.

Na literatura, existem discrepancias quanto as descrigdes minuciosas de cada um
desses niveis e estas diferencas possuem relevancias no contexto da nefrectomia radical
assistida por robotica com trombectomia da VCI. Quando os tumores estdo acima das
veias hepéticas pode ser necessaria a mobilizacdo do figado e manobras que conferem
maior complexidade cirargica. Leibovich, Bradley e colaboradores (2020) ilustraram
uma reclassificacdo de trombo com niveis sucessivos que, apesar de ndo alterar a
capacidade preditiva das classificacfes de trombo existentes ilustra o desenvolvimento e

a extensdo dos trombos (Figura 2)*°.
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Level 0 Level 1 Level 2

Level 3 Level 4

Figura 2. Classificacdo por niveis dos trombos tumorais de acordo com sua extensdo. 0)
Restrito & veia renal. 1) Trombo na veia cava inferior; abaixo da margem inferior do lobo
caudado. 2) Trombo acima da margem inferior do lobo caudado e abaixo das grandes veias
hepaticas. 3) Trombo nas veias hepaticas principais. 4) Trombo acima do diafragma. Fonte:
Leibovich, B. C (2020)

O trombo tumoral intravascular é encontrado em, aproximadamente, 10% dos
pacientes com CCR na veia renal e em aproximadamente 4 a 19% destes pacientes
ocorre extensdo dos trombos para VCI. Nestes casos, essa extensdo é um indicativo de
mau progndéstico, com sobrevida média de 6 meses em casos sem tratamento. A
extensdo do trombo tumoral também pode acometer os atrios, como relatado por Bhat e
colaboradores (2019), em que o caso clinico apresentava CCRcc com extenséo do

trombo tumoral para o atrio direito**8,

Estudos indicam que o grau do trombo tumoral, a invasdo de linfonodos e
metastases a distancia como fatores prognosticos independentes. A sobrevida geral em 5
anos pode variar de 32 a 69% dependendo de fatores como metéastase no momento do
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diagnostico. Os pacientes com CCR e trombos tumorais apresentam pior

sobrevida®®595t,

Um estudo que avaliou os dados clinicos e patologicos de 128 casos de pacientes
com CCR entre 2000 e 2015 indicou fatores prognosticos independentes como trombos
fridveis, sindrome paraneoplasica, modificacdo da graduacéo histologica de Fuhrman de
3 para 4 (de nucléolos proeminentes de 20 um, formato redondo/oval, cromatina
granular grosseira para nucléolos maiores que 20 pm, de formato pleomorfico
multilobulado e cromatina aberta hipercromatica) e invasdo da gordura perirrenal. A
sobrevida em 5 anos para estes pacientes ap6s a nefrectomia radical foi de 100% para
aqueles com baixo risco (sem nenhum dos fatores prognosticos), de 68.6% para os de
médio risco (1 ou 2 fatores prognosticos) e de 0% para os de alto risco (3 ou 4

fatores)®2.

A cirurgia de casos avangados de CCR com trombos tumorais é tecnicamente
desafiadora e estd associada a morbidade cirargica. Aproximadamente 20% dos
pacientes que possuem CCR e trombos tumorais concomitantemente sdo considerados
de alto risco operatorio. Se a resseccao cirtrgica nao for viavel, a histéria natural da
doenca para pacientes ndo tratados que apresentam trombo tumoral é bastante reservada.
A intervencdo cirargica de um trombo tumoral avancado (nivel 111/1V) resulta em cerca

de 50% de sobrevida em cinco anos na auséncia de metastase®?.

Terapias neoadjuvantes sdo direcionadas estes casos de CCR em estagio
avancado e metastatico com o intuito de regredir a formacdo dos trombos, controlar o
crescimento tumoral e/ou a expansdo da metdstase para posterior nefrectomia
citorredutora e trombectomia endovascular. Terapias com de VEGFR ou mTOR além
de imunoterapias com inibidores de checagem imunoldgica como ipilimumab e
nivolumab continuam sendo os principais tratamentos para pacientes com CCR e
invasdo de trombo tumoral®, porém a variacdo de pacientes beneficiados com estes

tratamentos esta entre 25 e 67%°>,

A complexidade dos eventos bioldgicos envolvidos com a formagéo de trombos
nos CCR é pouco caracterizada. Portanto, é necessario melhorar o entendimento dos
mecanismos que levam a invasdo tumoral em forma de trombos para que o tratamento
desses pacientes seja direcionado adequadamente e promova um aumento na sua

sobrevida.
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1.3 Neutrofilos e Neutrophil extracellular traps (NETs) ou armadilhas

extracelulares do neutréfilo no processo tumoral

Os neutrofilos sdo um tipo de leucdcitos do grupo granuldcitos
polimorfonucleares que desempenham papel fundamental em condi¢des inflamatorias,
sendo as primeiras células a chegar no local e componentes criticos da imunidade inata
e manutencdo da homeostase dos tecidos. Eles sobrevivem em torno de 12 h em
circulacdo e sua primeira funcdo reconhecida foi a de atuar contra microorganismos
invasores. Com crescentes estudos na area, sabe-se hoje que os neutrofilos tém
importancia para a progressdo do cancer e podem atuar em todos 0s seus estagios®’ 8.

Uma caracteristica fundamental dos neutrofilos é a sua capacidade de migracao
para locais com inflamacdo. Esse processo € ativado por citocinas, estruturas
denominadas PAMPs (Padrdes Moleculares Associados ao Patdgeno), lipidios além de
um conjunto outros fatores celulares®®. Quando ativados os neutrofilos liberam fatores
citotdxicos como compostos antimicrobianos, serina proteases, lisozima e
metaloproteases. Estes atuam na sua degranulacgdo, fagocitose e liberacdo de armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs), que sdo estruturas responsaveis por capturar e

degradar patdgenos invasores como um mecanismo de defesa®.

Para formar NETSs, os neutrdfilos dependem de espécies reativas de oxigénio (do
inglés, ROS), atividade de mieloperoxidase (MPO), elastase de neutrofilos e
citrulinacdo de histonas mediada por PAD4. No interior dos neutrofilos, a elastase
degrada o citoesqueleto de actina impedindo sua migracdo e capacidade fagocitaria. A
membrana nuclear € degradada, fazendo com que o contetdo nuclear entre em contato
com enzimas citotdxicas liberadas pelos granulos. A elastase ativa ainda caspase 11 que
ativa Gasdermina-D, responsavel por abrir poros na membrana plasmatica dos
neutrofilos fazendo com que estes percam a integridade e liberam o conteddo
intracelular para 0 meio externo. Este conteudo intracelular, denominado NETSs, é
formado por filamentos de DNA descondensado e histonas citrulinadas associados a
proteinas e componentes citoplasmaticos do neutréfilo. Os NETs podem ser facilmente
identificados por reacfes de imunomarcacdo pelo uso de anticorpos que reconhecem

histonas citrulinadas, mieloperoxidase e elastase®:62:6364,
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Figura 3. Mecanismos relacionados a formacdo de NETSs. Neutrophil extracellular traps — NETs
sdo formados pela liberacdo de cromatina descondensada e proteinas granulares com elementos
do nucleo (H3cit, MPO, DNA e NE). A inducdo da formacdo pode ser causada por compostos
como acetato de forbol miristato ou cristal de colesterol. A PAD4 pode ser ativada por espécies
reativas de oxigénio (ROS) geradas por nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
mitocdndrias ou iondforo de calcio que levam a citrulinacdo de residuos de arginina de histonas.
A gasdermina D também é necessaria para a formacdo de ROS e esta medeia a translocacdo de
MPO e NE do ntcleo. Este processo leva a rapida desmontagem do citoesqueleto do neutréfilo,
descondensacdo da cromatina, permeabilizacdo da membrana plasmatica e envoltdrio nuclear e
finalmente os NETSs séo liberados através da ruptura total da membrana plasmaética. Fonte: XU
et al. 2022.

O papel dos neutréfilos no cancer é dicotdmico e controverso. Eles podem
tanto exercer efeito antitumoral como ajudar na progressao tumoral. A identificacdo de
neutrofilos ativados no microambiente tumoral e sua atividade imunossupressora e pro-
tumorigénica sugere uma contribuicdo para o desenvolvimento do tumor. Estudos
relatam propriedades amplas dos neutréfilos que véo da progressao do ciclo celular com
promogéo do crescimento do tumor primario e das metastases. S&o responsaveis ainda
pela manutencdo das células tronco tumorais, e interrupcdo de sua dorméncia, imuno-

vigilancia prejudicada e resisténcia a terapia antineoplasica®®®’.
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A ativacdo do receptor da quimiocina CXCR2 ¢ crucial para a mobilizacdo dos
neutréfilos da medula dssea para a circulagcdo. No cancer humano, o ligante de CXCR2 -
CXCL 8 (IL8) - que é secretado por diversos tipos tumorais é suficiente para regular

positivamente o recrutamento dos neutrofilos®e,

Os neutréfilos estdo envolvidos em cada etapa da cascata metastatica, desde a
formagdo do nicho pré-metastatico, extravasamento das células tumorais do sitio
primario, invasdo do sistema venoso e linfatico, ativacdo das células tumorais
dormentes e desenvolvimento da metastase®®. Quando se encontram em quantidades
mais elevadas, os neutrdfilos liberam altos niveis de 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) que inibe a proliferagdo das células T citotoxicas contribuindo para a progresséo
tumoral’™®. A ativacdo das células tumorais dormentes se da através da elastase de
neutrofilos e metaloproteinase de matriz (MMP9) presentes nos NETS, estas enzimas
sdo capazes de remodelar a matriz extracelular, induzir a proliferacdo das células

tumorais e seu extravasamento para a corrente sanguinea”.

A trombose venosa profunda (TVP) associada ao cancer é um evento trombatico
que acontece em decorréncia do cancer ou de seu tratamento. A historia clinica do
paciente, o sitio e o tipo tumoral contribuem para o risco da sua ocorréncia, o que indica
que a trombose venosa em pacientes com cancer usa mecanismos moleculares
diferentes para cada tipo tumoral. A formacdo de NETs é um dos mecanismos
associados ao TVP, e um estudo mostrou que 7% dos pacientes com TEV possuiam
cancer e metade dos casos de cancer foram diagnosticados em 10 dias ap6s o
diagnostico de TEV. Estes pacientes apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de
H3cit-DNA e “cell free DNA” cfDNA'2.

Apesar da trombose por trombos tumorais e a TVP envolverem, em alguns
casos, mecanismos associados a NETS, suas diferencas moleculares séo claras. O uso
de anticoagulantes classicos € ineficaz e ndo promove um aumento na sobrevida dos
pacientes com trombos tumorais, e, portanto, ndo é conduta terapéutica em grandes

centros oncoldgicos”.
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Uma revisao sobre a associacdo de trombose e cancer de 2012 mostra como este
campo da pesquisa clinica evoluiu nos ultimos 40 anos. Neste cenario, um cruzamento
continuo dos dados clinicos e experimentais é necessario para que estas respostas sejam

formuladas e os tratamentos se tornem cada vez mais adequados e assertivos’“.

1.4 Vesiculas extracelulares

De acordo com a diretriz de 2018 da International Society for Extracellular
Vesicles (ISEV), as vesiculas extracelulares podem ser definidas como: “O termo
genérico para particulas liberadas naturalmente da célula que s&o delimitadas por uma
bicamada lipidica e ndo podem se replicar”. O termo “vesiculas extracelulares” (VEs)
compreende um grupo heterogéneo de vesiculas que se diferenciam entre si por sua
célula de origem, processos pelos quais sdo formadas, composi¢do molecular, tamanho

e propriedades fisicas’®.

As VEs podem ser classificadas quanto suas células de origem, como
prostassomos e oncossomos de acordo com sua biogénese (exossomos, microvesiculas —
também chamadas de ectossomos ou microparticulas - e corpos apoptoticos). Os
exossomos, que compreendem o tipo de VEs de menor tamanho (30-100 nm), sdo
formados através da fusdo de corpos multivesiculares com a membrana plasmatica,
levando a liberacdo dos componentes vesiculares no espaco extracelular. Ja as
microvesiculas (100-1000 nm) sdo formadas diretamente da membrana plasmaética.
Tanto 0s exossomos quanto as microvesiculas apresentam um cargo de proteinas,
lipideos, mMRNA, miRNA e componentes do citoplasma celular e fazem o transporte
destes componentes de uma célula a outra, desempenhando importante papel na
comunicacdo intercelular, entregando sinais especificos. A interacdo das VES com as
células alvo inicia com uma ligacdo mediada por ligante-receptor, adesdo ou
acoplamento das VEs as células, no entanto na maioria dos casos as VES exercem seu

papel bioldgico através da transferéncia de moléculas sinalizadoras’”87%8 (Figura 4).

Os principais mecanismos usados pelas células-alvo para captar VEs séo
endocitose e fusdo de membrana e essa absorcdo depende em grande parte da célula
receptora. Por células tumorais, por exemplo, dominam a macropinocitose e endocitose

independente de clatrina, o primeiro envolve rearranjo dos filamentos de actina e
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projecdes da membrana plasmatica e o segundo dispensa o papel desta proteina que atua
no processo de formacdo de vesiculas membranares. J& as células do sistema imune
apresentam predilecdo por processos de internalizacdo por fagocitose, como as células

dendriticas, macréfagos e células T8,

A interacdo de VEs e células também desempenha papel terapéutico. Um estudo
demonstrou que vesiculas derivadas células-tronco humanas mesenquimais da medula
Ossea estimularam a proliferacdo de células epiteliais tubulares e protegeram células de

apoptose através da entrega de RNA®,

Célula doadon

Proliferagdo celular

Viabilidade e sobrevivéncia

Autofagia

Indugdo de angiogénese

regulagio de citocinas pro-inflamatorias

Figura 4. Mecanismos de liberagdo (esquerda) e captagdo (direita) das vesiculas extracelulares.
As VEs sdo liberadas em varias formas, entre as mais conhecidas, exossomos, microvesiculas e
corpos apoptdticos. Elas sdo captadas pelas células receptoras por endocitose, fagocitose,
pinocitose ou fusdo de membrana. Os ligantes das membranas das VEs também podem se ligar
aos receptores das membranas celulares (ou célula alvo) para entdo induzir um sinal intracelular.
Fonte: Modificado de Barreca, M. M. et al, (2020), Chen, K. et al, (2022).

As VEs estdo envolvidas na comunicagdo célula a célula e podem transferir

receptores, acidos nucleicos, proteinas e lipideos, desencadeando respostas fisiologicas
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e patologicas nas células alvo. Como as VEs sdo liberadas por dominios ricos em
proteinas da membrana celular, sua camada externa tem altas concentracGes de
receptores e proteinas da membrana da célula de origem?®. Elas podem ser detectadas no
sangue e urina, e em outros fluidos corporais, como secre¢des da prostata, fluido
seminal, fluido cérebro-espinal, fluido sinovial, saliva, bile, dentre outros. Suas funcdes
fisiologicas incluem modulacdo imunoldgica, reparo vascular e promocdo de
angiogénese, adesdo, proliferagdo e regeneragdo tecidual®. As VEs derivadas de células
tumorais apresentam moléculas especificas do tumor que contribuem para o
desenvolvimento tumoral, como fatores de crescimento, oncoproteinas e moléculas
imuno-modulatérias, auxiliando na formacdo de nicho pré-metastatico, modulagdo do

estroma e interferindo na resposta imunoldgica anti-tumor®’:8,

Estudos tém apontado uma correlacdo entre o risco de desenvolvimento de
trombose venosa em pacientes com cancer e a liberagdo de VE pelo tumor®¥%, As VEs
podem explicar a formacdo de trombos a distancia do sitio tumoral por carregarem
informac@es das células tumorais que alteram fenotipicamente as células normais. Em
compara¢do com células normais, as células tumorais podem produzir niveis

significativamente maiores de VEs®.

Estudos demonstraram uma correlacdo entre o aumento nos niveis plasmaticos
de VEs positivas para o fator tecidual (TF) - importante mediador da cascata de
coagulagdo — com um estado pré-trombotico em modelos animais e em pacientes. Esta
correlacdo pode ndo existir em alguns tipos de cancer como: gastrico, colorretal e
mama. A partir dai sugeriu-se que 0s exossomos podem ter papel subestimado nos

estudos de trombose®.

A associacdo entre VEs e NETs tem sido objeto de estudos cientificos e
evidéncias sugerem que VEs liberadas carregam proteinas e acidos nucleicos que
podem modular a atividade de neutréfilos e influenciar a liberagdo de NET
transportando fatores pro-inflamatérios e contribuindo para a inflamacdo e leséo
tecidual. Células endoteliais e plaquetas podem induzir a formacdo de NETs pelo
aumento da resposta inflamatoria em situagcbes como sepse e doencas autoimunes. Ha
ainda uma associagdo entre VEs liberadas de celulas tumorais e sua associacdo com

NETS e consequente ativagdo do estado pro-trombatico no cancer®,
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Camundongos BALB/c que foram injetados ortotopicamente com células de
tumores de mama exibiram niveis aumentados de marcadores de NETs e neutrofilos
circulantes. Quando submetidos ao modelo de trombose induzida, os animais
apresentaram formacdo acelerada de trombos. Adicionalmente, exossomos derivados do
tumor induzem a formacdo de NETs em neutrofilos de camundongos tratados com G-
CSF,

Tomados em conjunto, os dados sugerem que existe correlacdo entre NETs e
VESs e € importante compreender 0s mecanismos subjacentes a formacao de trombos nos

diferentes tipos de cancer para formular novas estratégias terapéuticas.

1.5 Xenotransplantes derivados de tumores de pacientes - Patient-derived

xenografts (PDX) CRC de células claras

Os modelos PDX — patient derived xenografts — sdo estabelecidos a partir do
transplante de tecido tumoral fresco de pacientes humanos em camundongos e se
destacam por refletirem as caracteristicas e simular a progressdo do cancer humano
nesses animais. Este modelo é promissor e robusto, sendo capaz de auxiliar na predicao
de biomarcadores, exploracdo do efeito da heterogeneidade intratumoral, entender os
processos tumorais € a relagdo com o microambiente tumoral, e para o “screening” de
novos medicamentos®®. O primeiro modelo de estudo descrito utilizando a técnica PDX
foi feito por Rygaard e Povisen em 1969 que removeram adenocarcinoma de colon de
um paciente e implantaram o fragmento em camundongos nude. Os resultados
mostraram que quando os camundongos respondiam ao tratamento de forma semelhante
aos pacientes correspondentes. Desta forma, reproduzindo a patologia clinica original e

recapitulando as caracteristicas celulares e moleculares dos tumores humanos®®’.

A semelhanca molecular entre 0s xenoenxertos e 0s tumores humanos possibilita
que os testes de efeito terapéutico e predicdo de resisténcia aos medicame também
ferramentas promissoras para identificar validar novos medicamentos e obter dados pré-

clinicos robustos para pesquisa translacional®®.

Os camundongos utilizados para PDX sdo imuno comprometidos para evitar a

rejeicdo do implante. Diferentes cepas de camundongos possuem graus variados de
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imunossupressio e, consequentemente, apresentam diferentes taxas de enxertia®. Um
dos camundongos com maior imunodeficiéncia é o NSG (NOD-scid gamma) que
carrega mutacdes na base genética NOD/ShiLtJ combinada a imunodeficiéncia grave
(scid) e um alelo nulo completo da cadeia gamma comum do receptor de IL-2. A
mutacéo scid na proteina PRKDC (proteina quinase dependente de DNA) do complexo
de reparo do DNA torna os camundongos deficientes em células B e T. A mutacao de
IL-2 impede a sinalizagdo de citocinas através de mdltiplos receptores, levando a
auséncia de células NK funcionais. Em resumo, neutrofilos e monaocitos constituem a
maioria do restante das células imunes detectaveis no sangue periférico dos
camundongos NSG, sendo que as células dendriticas e macréfagos também estdo
presentes, embora sejam defeituosos devido aos alelos NOD/ShiLtJ%°,

Um trabalho conduzido por Adriano Besserra do nosso grupo mostrou o
estabelecimento de um modelo ortotdpico de tumores primarios ou metastaticos de PDX
de pacientes com CCR!®. Diferentes tipos de tumor diferem no tempo de crescimento
do PDX podendo variar de alguns dias a varios meses. Assim como com cultura de
células, pode-se realizar passagens dos tumores de um camundongo para outro,
garantindo a manutencgdo do modelo!®*1%2, Um dos modelos gerados de ccCCR é capaz
de formar trombos tumorais na veia cava inferior, mimetizando o quadro do paciente
doador da amostra. Este é o primeiro modelo de PDX, pelo menos que temos

informacao, que é capaz de formar trombos tumorais a semelhanca do paciente.

O conhecimento restrito sobre os mecanismos envolvidos com a formacgéo de
trombos tumorais em pacientes com CCR, a necessidade clinica ndo atendida de tratar
estes pacientes e a oportunidade de possuir um modelo animal que mimetiza esta
doenga nos incentivou a desenvolver este estudo. A identificacdo de possiveis alvos
terapéuticos trard muitos beneficios, certamente com aumento significativo na sobrevida

destes pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem por objetivo entender os mecanismos associados a

formagdo de trombos tumorais em veia cava nos carcinomas renais de célula claras.

2.2 Objetivos especificos

- Estabelecer linhagem celular imortalizada a partir de PDX de paciente com

CCR e trombo tumoral.

- Comparar a proliferacdo e migragdo celulares nas linhagens de CCR

formadoras ou ndo de trombos tumorais em veia cava.

- Entender o papel dos neutrofilos na formacgdo de trombos tumorais e a
ativacdo NETSs in vitro pelas linhagens tumorais estabelecidas.

- Validar os achados in vitro com identificacdo de neutr6filos e NETs em PDX
de camundongos inoculados com células de CCR formadores ou ndo de trombos

tumorais em veia cava.

- Avaliar se vesiculas extracelulares liberadas pelas células tumorais formadoras
ou ndo de trombos em veia cava sdo capazes de ativar neutrofilos e levar a formacao de
NETSs.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nosso grupo padronizou um modelo PDX a partir de um caso clinico de CCR
com formacéao de trombos e metastase pulmonar realizado pelo aluno do grupo Adriano
de Oliveira Beserra (100), o que permitiu o estabelecimento de linhagem celular
derivada do PDX (CCR26) pela po6s-doutoranda Ethiene Castellucci Estevam (dados
n&o publicados). Alguns detalhes do caso e metodologia sdo descritos nas sessoes 3.1 a
3.3.

3.1 Consideracdes éticas

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica (CEP) da Fundagdo Antonio
Prudente, processo 2201/16E e pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEUA) da mesma Fundacdo, processo 075/16.

3.2 Descricdo do caso clinico

Paciente atendida no AC Camargo Cancer Center que aceitou participar do
estudo, do sexo feminino, 64 anos, diagnosticada com carcinoma de células renais de
células claras localizado no rim esquerdo. Apds nefrectomia radical, a amostra tumoral
foi analisada e verificou-se estagio avancado ISUP 4, estadiamento patoldgico pT3a. As
medidas da neoplasia eram de 9.5 x 9.0 x 9.0 cm e a analise histopatoldgica determinou
caracteristicas importantes como presenca de componente sarcomatoide e rabdoide
(mais de 50%) — que conferem alta indiferenciagdo celular e estdo associados a tumores
mais agressivos, presenca de extensa area necrotica, infiltracdo de cépsula renal,
gordura perirrenal, seio, artéria e veias renais, com formag&o de trombos na veia cava. A
partir deste caso, obtivemos o fragmento tumoral proveniente de carcinoma renal com

invasdo do sistema venoso por trombos tumorais.
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3.3 Modelo PDX

Foram implantados ortotopicamente 5 fragmentos por rim em camundongos
NSG machos (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA), dando origem ao modelo
estabelecido PDX do caso clinico de carcinoma renais de células claras com formacgéo
de trombos. Os fragmentos bioldgicos provenientes diretamente dos trombos também

foram implantados em camundongos para os diversos estudos.

Os animais foram produzidos e fornecidos pelo biotério do AC Camargo Cancer

Center localizado no Centro Internacional de Pesquisa e Ensino (CIPE).

Durante os experimentos, os animais foram monitorados para a observacdo do
crescimento tumoral e quando apresentaram tumores com tamanho aproximado de 1
cm?® foram eutanasiados por aprofundamento anestésico e os fragmentos tumorais
transplantados para novos camundongos. Para garantir a variabilidade dos tumores, 0s
fragmentos de diferentes animais eram misturados de acordo com o experimento a ser
realizado. Foram agrupados fragmentos de mais de um animal com trombo a fim de
propagar 0 nimero de animais que apresentassem crescimento tumoral e trombos.
Animais que apresentavam tumores renais, mas ndo apresentavam trombos foram

agrupados para que se mantivesse o cenario fenotipico.

3.4 Implante ortotépico em camundongos

Os animais foram inicialmente pesados e anestesiados através de injecao
peritoneal de Cetamina (Ketamin-S, Crisalia) e Xilasina (Ronpun, Bayer) na
concentracdo de 10 pl/g/peso. Posteriormente, realizou-se tricotomia da regido lombar
esquerda e assepsia local com digluconato de clorexidina (RIOHEX) em concentragdo
de 0.2%.

Foi realizada lombotomia longitudinal esquerda de aproximadamente 1 cm de
comprimento e um campo cirdrgico estéril foi posicionado sobre a incisdo. Com auxilio
de pincas especificas do tipo relojoeiro e de disseccdo as visceras foram afastadas e o
rim foi isolado e externalizado. Foi realizada incisdo transversal na capsula renal de
aproximadamente 2 mm com auxilio de bisturi. Durante o procedimento o rim foi

umedecido com PBS estéril para evitar ressecamento da capsula renal.
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Em seguida a capsula renal foi separada do cortex renal com o auxilio de uma
pinca de relojoeiro curva e sem ponta para evitar abrasdo e eventuais danos ao cortex
renal. Posteriormente, os fragmentos tumorais foram posicionados separadamente na

regido subcapsular renal (2 a 4 fragmentos por animal).

O rim entdo foi devolvido a cavidade abdominal, e foi realizado o fechamento da
parede abdominal em dois planos: o primeiro com a sutura da camada muscular, e 0
segundo com a sutura da pele. Para ambas as suturas foi utilizado fio Nylon 4.0
(Microsuture®, Sao Paulo, Brasil) através da confeccdo de pontos separados de sutura

simples equidistantes entre si.

Por fim, foi realizada novamente uma assepsia local, e 0os animais passaram a ser
acompanhados periodicamente para analise de achados clinicos e/ou evidéncia de

crescimento tumoral.

A Figura 5 mostra o esquema experimental do modelo de implante de fragmento
tumoral nos camundongos e posterior processamento do tumor para isolamento das

células tumorais.

Tumor renal PDX com trombo
tumoral
. Digestao
enzimatica
g I N
Inoculagao
ortotopica Linhagem celular CCR26

Figura 5. Delineamento experimental identificando a sequéncia dos eventos em que 0
fragmento de tumor renal obtido de paciente é inoculado no rim de camundongo
imunodeficiente e, apds o crescimento do tumor no animal é feita a digestdo enzimética do
tumor e as células tumorais componentes deste fragmento sdo isoladas em cultura. A células
crescidas a partir destes fragmentos foram repicadas por varias passagens até que atingissem
una linhagem caracterizada como imortalizada. Fonte: Autoria prépria.
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3.5 Reacgdes de Imunohistoquimica

Para as reacdes de imunohistoquimica os tecidos tumorais foram avaliados para
a expressdo de PAX8 — Paired Box Gene 8 (#Cat. 363M-14-RUO Cell Marque, diluigéo
1:100), que marca tecido renal; Citoqueratina-7 (CK7) (#Cat. 307M-94 Cell Marque,
diluicdo 1:50) — geralmente negativa no CCR de células claras - e Anidrase Carbonica
IX (CA IX) (#Cat. 379R-14 Cell Marque, diluicdo 1:20), cuja marcacdo € positiva para
ccCCR (9). As reacOes foram realizadas no Core Facility de Histologia-IHQ-TMA do
AC Camargo Cancer Center e as analises de expressdo foram analisadas com o uso do

software Scanscope (Aperio).

3.6 Cultura primaria e estabelecimento da linhagem CCR26

Para o processamento dos fragmentos tumorais dos PDX e/ou diretamente de
paciente, primeiramente o fragmento foi lavado com 5 a 10 ml de Hank’s Balanced Salt
Solution 1 X (HBSS) (# Cat 14175-095, Gibco, Nova York, EUA) gelado,
posteriormente foram desmembrados em pequenos pedacos com auxilio de tesoura e
pinca autoclavados e bisturi descartavel em placa de Petri 100 mm (# Cat 664160,
Greiner Bio-One, Kremsmunster, Austria) com 5 ml de Colagenase IV (# Cat 17104-
019, Gibco, Nova York, EUA) em concentragdo de 270 U/mg. Os fragmentos foram
coletados em tubo falcon de 15 ml e incubados a 37°C por 2h em termoshaker
(Eppendorf Thermomixer Confort) com agitacdo de 600 rpm para a digestdo enzimatica.
Apdbs esse periodo, espera-se que o conteddo esteja turvo, indicando dissociacdo das
células, e entdo o tubo foi centrifugado em centrifuga Rotofix 32 (Andreas Hettich,
Tuttlingen, Alemanha) por 10 min a 1500 rpm e descartado o sobrenadante.

Ao final desse tempo, o pellet formado foi ressuspendido em solucéo de lise de
hemacias ACK e deixado por 10 min, vertendo o tubo a cada 2 min e centrifugado por
1500 rpm, 5 min. Apés a lise das hemacias, o pellet foi ressuspendido em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose (DMEM High) (# Cat 12800-058,
Gibco, Nova York, EUA) com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (# Cat 12676-029,
Gibco, Nova York, EUA) e filtrado em Cell Strainer com poros de 40 um (# Cat
352340, Corning, Nova York, EUA). A solucéo final foi centrifugada, ressuspendida
em meio DMEM High 20% SFB e plaqueada em garrafa de 25 cm? (# Cat 3055,
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Corning, Nova York, EUA) ou placas de Petri. O meio com 20% de soro foi mantido
nas primeiras passagens e apos verificar viabilidade e crescimento celular, manteve-se
as células em meio com 10% SFB. As células foram imortalizadas por 70 passagens

consecutivas, gerando a linhagem celular denominada CCR26.

3.7 Cultura de células CCR26, Caki e ACHN

Foram utilizadas as linhagens celulares CCR26 (obtida conforme descrito em
3.6), Caki-1 (ATCC® HTB-46™), célula proveniente de carcinoma de células claras
derivada de metastase de pele humana e ACHN, célula isolada de adenocarcinoma renal
humano adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
USA). As células foram cultivadas em meio DMEM High com 0,11 g/L de Piruvato de
sodio (# Cat P2256, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha), 0,1% do antibidtico
Gentamicina (Novafarma, Sdo Paulo, Brasil) suplementado com 10% de SFB e
tamponado com 3,7 g/L de Bicarbonato de sodio (# Cat S5761, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemanha). As células foram mantidas em estufa a 37°C e atmosfera
umidificada contendo 5% de CO. em placas ou garrafas apropriadas e o0 meio de cultura
renovado sempre quando havia consumo identificado pela coloracdo do mesmo e/ou

namero de células na garrafa, normalmente a cada 2 dias.

Para a realizacdo das passagens, foi utilizado Phosphate-buffered saline 1 X
(PBS) para lavar as células 2x, garantindo toda a remogdo de SFB (PBS 1X = NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, e H2O MilliQ) e tripsina 0,2%
por 5 minutos para desprender as células das garrafas de cultura. Em seguida, foi
adicionado meio DMEM high 10% SFB para inativar a acdo da tripsina, as garrafas
foram lavadas com PBS para a coleta de todas as células que entdo foram centrifugadas
por 3 minutos a 1500 rpm e ressuspensas para manutencdo da cultura. Posteriormente,
as células eram manipuladas de acordo com o experimento a ser realizado ou eram

congeladas para manter estoque.

O congelamento celular foi feito em criotubos com 50% SFB, 40% meio DMEM
High e 10% DMSO (# Cat D5879, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) em volume

final de 1 ml estocados em nitrogénio liquido.
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3.8 Curva de Proliferacdo Celular

Para avaliar o crescimento da linhagem celular estabelecida CCR26, foi feito
ensaio de proliferacdo utilizando as células Caki-1 para comparacdo. As células em
cultura foram privadas de SFB por 24 horas para sincronizagdo na fase GO do ciclo
celular. Em seguida, foram plaqueadas 25.000 células em placas de 6 pocos (# Cat
3516, Corning, Nova York, EUA) em duplicata em meio DMEM high 10% SFB (que
foi trocado a cada 3 dias) e apds 48 horas seguiram-se as contagens com intervalo de 48
horas entre elas durante 10 dias. Para as contagens, as células foram lavadas com 1 ml
de PBS, tripsinizadas com 500 ul de tripsina e deixadas em estufa a 37°C e 5% de CO>
por 5 minutos. Foram adicionados 500 pl de meio DMEM high 10% SFB e as células
foram contadas a partir da excluséo das células mortas coradas com solugdo de Trypan
blue (# Cat T8154, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) em cdmara de Neubauer.

3.9 Crescimento em Suspensao

As células CCR26 foram cultivadas em suspensdo para verificar sua viabilidade
nessa condigé@o de crescimento. Foi preparada solucdo de agarose 1% (# Cat 15510-027,
Invitrogen, Carlsbad, EUA) em meio DMEM High com 10% SFB. Foram adicionados
200 pl da solugédo por poco em placa de 6 pogos para formar uma fina camada e, ap6s
solidificar, foram adicionados 4 ml de meio DMEM High 10% SFB com 3x10* células.
A cada 3 dias as células foram coletadas, coradas com Trypan blue e contadas em
camara de Neubauer a cada 3 dias durante 9 dias.

3.10 Geracao de organoides da célula CCR26

Para este experimento, foram utilizados dois tipos de Matrigel® Standard (# Cat
356255, Corning) e Growth Factor Reduced (# Cat 354230, Corning), mantidas
congeladas a -80°C, e previamente descongelados a 4°C por 12 horas. Em placa de 96
pocos foram colocados 15 ul de Matrigel® por pogo de forma a cobrir toda a superficie
do poco. Em seguida, a placa foi incubada a 37°C por 15 a 30 min até a completa
solidificacio da Matrigel®. Em um tubo, foi separada a quantidade necessaria de

Matrigel® para a suspenséo das células e plagueamento. Para isso, foram adicionados 20
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ng/ml de fator de crescimento de fibroblastos (FGF) em 120 ul de Matrigel® (cada
poco). As celulas CCR26 em 75% de confluéncia foram tripsinizadas e separadas 1,0 x
10*e 2,5 x 10 células por pogo, centrifugadas e ressuspendidas em 75 ul de Matrigel®.
Durante todo o processo, o Matrigel® foi mantido em gelo para evitar sua solidificagao.
A placa foi incubada a 37°C por 30 min e em seguida foram adicionados 120 ul de meio
DMEM F12 10% SFB. O meio foi trocado a cada 2 dias.

3.11 Migracéo das células tumorais CCR26 e Caki-1

Células CCR26 e Caki-1 em cultura foram lavadas 2x com PBS e foi
adicionado meio DMEM high sem soro por 24 horas. Para o experimento foram
utilizadas placas do tipo Transwell (# Cat 3422, Corning, Nova York, EUA) de 6.5 mm
de diametro e poros de 8 um. Para rehidratar a membrana dos insertos, foram
adicionados 100 pl de meio DMEM High antes do plaqueamento das células. Entdo, as
células foram desagregadas com tripsina e 2x10° foram plaqueadas em cada pogo em
duplicata com 200 ul de DMEM High sem SFB. Nos pogos da placa foram adicionados
400 pl de meio sem e com 10% de SFB como quimioatrativo. As células foram
deixadas por 18 horas em estufa Umida para migrarem e, ap6s esse periodo, retirou-se o

meio dos pocos e da parte de cima dos insertos com auxilio de micropipeta.

As células que migraram para a face inferior da membrana foram fixadas com
400 pl de paraformaldeido (PFA) (# Cat 6148, Sigma Aldrich, Missouri, EUA) 4% sem
metanol por 20 min e lavadas 3x com 400 ul de PBS. Apés a fixacdo, as células que ndo
migraram e ficaram na parte superior do inserto foram removidas com auxilio de uma
haste de algoddo. Para visualizacdo e contagem em microscopio de fluorescéncia, as
células foram coradas com 300 pl de DAPI (4°,6-diamino-2-fenil-indol) (# Cat D9542,
Sigma Aldrich, Missouri, EUA) 1:1000 em solucdo de PBS 1X + 0,3% de Triton-X (#
Cat 9410, EMD Miillipore, Massachusetts, EUA) por 30 min e lavadas 3x com PBS.
Quatro fotos documentaram campos aleatdrios das células que migraram através dos
poros utilizando o microscopio Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon, Japdo). Foi usado o
laser em excitagdo de 358 nm e emissé@o de 461 nm para visualizagdo da colora¢do com
DAPI na objetiva de20x. A quantificacdo das células foi feita atraves do software
ImageJ.
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3.12 Imunofluorescéncia para NETs em tecido tumoral

Foram realizados ensaios de imunofluorescéncia em laminas parafinadas com
tecido tumoral de camundongos com tumor renal com ou sem trombo, utilizando
anticorpos conhecidos como marcadores de NETs. Para isso, as laminas foram
desparafindas: estufa a 60°C, 1h30 min, 3 banhos de xilol por 10 min cada, 4 séries de
alcool absoluto 1 min cada, 5 lavagens com &gua millig por 1 min e 2 lavagens com
PBS 1X por 5 min cada. Em seguida, foi realizada a recuperacdo antigénica aplicando
Trizma-EDTA pH9 incubado a 60°C por 30 min e lavagem 3 x com PBS. A seguir, foi
feito bloqueio de reacBes inespecificas com Protin Block 1 h e incubacdo com
anticorpos priméarios anti-MPO (mouse) e anti-Histona H3 (rabbit), ambos 1:100
diluidos em Tris HCL 50 mM pH 7.5 + 1% BSA overnight a 4°C. Apds este periodo, 0s
anticorpos primarios foram retirados e a seguir procedeu-se a incubacdo com anticorpos
secundarios anti-lgG mouse e anti-lgG rabbit por 1 h. As laminas foram lavadas 3 X
com PBS e visualizadas em microscopio de fluorescéncia confocal LSM 780 (Carl
Zeiss).

3.13 Ensaio Imunoenzimatico ELISA para dosagem de citocinas

A concentracdo da citocina IL-8 humana foi determinada a partir do plasma de
camundongos implantados com PDX de tumor renal com ou sem formagéo de trombo
usando-se um kit de ELISA segundo as recomendacdes do fabricante (R&D Systems
Corporation, Minneapolis, MN). Resumidamente, placa de 96 pocos foi sensibilizada
com anticorpo anti-IL8 diluido em PBS e incubada por 18 horas em temperatura
ambiente. Em seguida, a placa foi bloqueada com BSA 4% diluido em PBS por 1h e
lavada 3 x com PBS + 0,05% Tween 20 e entdo adicionadas as amostras de soro e as
diluicdes seriadas da curva padrdo. A placa foi incubada por 1 h e adicionado anticorpo
conjugado a biotina e deixado por mais 1 h. Apds 3 lavagens com PBS, foi adicionada
estreptoavidina peroxidase (componente do kit) e incubada por 20 min, temperatura
ambiente, lavada novamente e adicionado o substrato 3, 3", 5, 5" tetrametilbenzidina
(TMB). A reacgdo foi interrompida pela adigdo de &cido sulfarico 1M e a leitura foi

realizada em leitor de microplacas a 450 nm.
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3.14 Isolamento de neutrofilos humanos do sangue periférico

O sangue foi coletado de doadores saudaveis que aceitaram participar do estudo
e que assinaram um TCLE. O sangue foi coletado por puncdo venosa em tubos
Vacutainer K2EDTA (Becton Dickinson, 360057), centrifugados a 450xg por 5 mine o
plasma descartado. Em seguida, foi montado o gradiente de Percoll (Cytiva, cat 17-
0891-02, 1.130g/ml) nas concentracdes de 72, 63, 54 e 45%, 2 ml de cada, previamente
preparados com PBS. O sangue foi adicionado (3 ml) acima da ultima fase de percoll e
centrifugado por 650xg, 30 min a 25°C em aceleracéo e desaceleracdo = 1. Foi coletada
a porcao do gradiente contendo granuldcitos, lavada com PBS e centrifugada 1500 rpm,
5 min. Entdo, realizou-se a lise dos eritrocitos pela adi¢cdo de tampdo ACK por 10 min,
mexendo o tubo a cada 2 min. Ao final desta etapa, o tubo foi centrifugado para
remogédo do ACK e realizada mais uma lavagem com PBS. Por fim, adicionou-se meio
DMEM high 0,5% BSA aos neutrofilos para contagem em camara de Neubauer e

verificacdo da viabilidade por coloracdo com azul de Trypan.

3.15 Preparo de meio de cultura com soro fetal bovino depletado de VEs

O meio de cultura com SFB depletado de VEs foi utilizado nos experimentos
para que as VEs do soro ndo interferissem nos resultados. Para isso, foi preparada uma
solucdo com 100 ml de meio DMEM High e 100 ml de soro fetal bovino. Foram
colocados 30 ml em cada tubo da ultracentrifuga e os pesos foram igualados com PBS
filtrado 3x. Apds o balanceamento, o meio foi ultracentrifugado 4°C, 100.000xg por 18h
coletado o sobrenadante. O meio foi filtrado no fluxo laminar, aliquotado e armazenado
a -20°C até a sua utilizacdo. Para os experimentos, este meio era descongelado e diluido

com meio DMEM High puro quando era necessario o preparo de meio 10% SFB.

3.16 Isolamento de vesiculas extracelulares das linhagens celulares por

ultracentrifugacéo e analise por NTA

As linhagens celulares CCR26, Caki-1 e ACHN foram plaqueadas em garrafas
de 25 ml T180 em meio DMEM High 10% SFB. Apo6s aderirem, as células foram
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lavadas 2x com PBS e o meio foi trocado para DMEM High com 10% SFB depletado
de VEs e as células foram mantidas em cultura até atingirem 80% de confluéncia. O
meio condicionado de cada linhagem celular foi coletado em tubos de 50 ml, mantidos
em gelo e as células foram contadas. Em seguida, os meios foram centrifugados em 3
condigdes consecutivas a 4°C: 300xg — 10 min; 2000xg — 10 min e, por fim, 10.000xg —
30 min. A cada centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para um novo tubo para
eliminar células e debris. Para a obtencdo das VES o sobrenadante da Ultima
centrifugacdo foi submetido a uma ultracentrifugacdo por 2h, 4°C a 100.000xg, em
centrifuga Beckman-Coulter com rotor SW28. Apoés a primeira rodada, os meios foram
separados, e o pellet foi lavado com PBS estéril e centrifugado novamente a 100.000xg.
Ap0s a segunda rodada, o PBS foi desprezado e o pellet contendo as VEs purificadas foi
ressuspendido novamente em PBS. As VEs foram armazenadas em -80°C até a
utilizacdo para experimentos. As fracdes dos meios das células — total (apOs as
centrifugacgdes iniciais e antes da ultracentrifugacéo) e condicionado (apds a primeira
rodada de ultracentrifugacdo) foram armazenadas a -20°C até a utilizacdo nos

experimentos.

Para avaliar a concentracdo e tamanho das VEs foi utilizado o Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA) em equipamento Nanosight LM10 (# Cat LM14C, Nanosight
Ltda, Wiltshire, Inglaterra). Este equipamento conta com uma camera acoplada e emite
um laser em raio de 60 mW de comprimento de onda de 405 nm. As amostras foram
inseridas manualmente no plate com auxilio de seringa de 1 ml, utilizando 5 videos de
30 segundos de diferentes campos da amostra. Entre cada amostra, o plate foi lavado
com agua millig e confirmada auséncia de particulas antes da proxima aquisi¢do. Para a

analise, foi utilizado um minimo de 2000 tracks validos e 20 a 100 particulas por frame.

3.17 Migracao de neutrofilos in vitro através de camara transwell

Para avaliar a capacidade dos fatores sollveis dos meios condicionados de
células de tumor renal de estimular a migracdo de neutréfilos, foi feito ensaio de
migragéo utilizando camara transwell (#Cat 3422, Corning, Nova York, EUA) com 6.5
mm de diametro e poros de 8 um. Primeiramente, as células CCR26, Caki-1 e ACHN
foram plaqueadas em garrafa T25 de modo que apds 72h estivessem em densidades

aproximadas de 1x10° células. No dia seguinte ao plagueamento, as células foram
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lavadas 2x com PBS e o0 meio foi trocado para meio DMEM High 1% SFB depletado de
VEs. As células foram mantidas em estufa Umida a 37°C por 72h e ap6s esse periodo o
meio de cada célula foi coletado, centrifugado a 1500 rpm por 5 min e filtrado em filtro
de seringa 0,22 um. Este meio de cultura foi chamado de meio condicionado total (MC
total), pois ndo foi submetido a nenhum processo de separacdo de VESs. Os meios foram

aliquotados e armazenados a -20°C até a realizagdo dos experimentos.

Para 0 ensaio com camara transwell, 4x10* neutréfilos foram colocados na
porcdo superior da camara em 100 ul de meio DMEM High sem soro. Na porcao
inferior foram adicionados 600 ul dos meios condicionados das células CCR26, Caki,
ACHN e como controle meio DMEM High 1% SFB. Foi realizada incubagéo por 2 e 4
horas para que os neutrdéfilos migrassem para a parte inferior dos insertos. Apos cada
tempo, as células que ndo migraram foram removidas da parte superior cuidadosamente
e 0 meio da parte inferior foi coletado, as células foram contadas em céamara de
Neubauer. As células no compartimento inferior do transwell foram fixadas com 400 ul
de paraformaldeido 4% por 20 min, lavadas 3 x com 400 ul de PBS e coradas com
DAPI 0,1 ug/ml em 400 ul de PBS + 0,3% Triton X-100.

3.18 Padronizacao da visualizacdo de NETs por Imunofluorescéncia

Para verificar a formacdo de NETs por imunofluorescéncia foi realizada
padronizacdo por meio da estimulacdo de neutrofilos com éster de forbol (PMA),
composto conhecido por ativar a netose. Para isso, neutrdfilos foram isolados como
descrito na secdo X e plagueados em laminulas para o ensaio de imunofluorescéncia.
Apbs 15 min para adesdo dos neutréfilos, foi adicionado meio DMEM High com PMA
diluido nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 nM e incubado por 1 e 4 horas. Em
seguida, procedeu-se a marcacao do anticorpo anti-elastase de neutrofilos 1:200 (marca)
overnight a 4°C e, apés esse periodo as laminulas foram lavadas com PBS e marcadas
com draqg 1:700 + anticorpo secundario alexa flior 546. As laminulas foram colocadas

em laminas de histologia com meio de montagem e deixadas secando até a visualizacao.
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3.19 Imunofluorescéncia de neutrofilos — NETSs in vitro

Para verificar se as células CCR26 sdo capazes de ativar os neutrofilos e induzir
a formag&o de NETSs in vitro, foi realizado ensaio de imunofluorescéncia de neutrofilos.
O meio de cultura das células CCR26 e Caki-1 foi condicionado de modo que as células
pudessem liberar fatores solGveis que pudessem participar do processo. As células
foram mantidas em cultura por 72 horas, de modo que ao final desse periodo estivessem
em confluéncia de 80% em garrafa de cultura de T25. Para isso, eram plaqueadas 4x10°
células CCR26 e 2x10° células Caki-1. O meio foi coletado, filtrado em 22 um para
remocdo de qualquer remanescente celular e deixado em contato com neutrdfilos

previamente isolados e plaqueados em placas de 4 pocos sob laminulas.

Para adesdo dos neutrofilos, as laminulas foram preparadas da seguinte forma:
lavagem com HCL 1M durante 1 h sob leve agitacdo, enxague com agua milliQ
autoclavada 5 a 10 vezes, incubacdo 30 min com poli-L-lisina em temperatura ambiente,

lavagens novamente e deixadas secar overnight dentro do fluxo laminar.

No momento do protocolo de imunofluorescéncia, apds adesdo dos neutrdfilos,
foram fixados com 200 ul de PFA 4% 20 min em temperatura ambiente, 2 lavagens com
300 ul de PBS por 10 min cada, incubados com 300 ul de PBS + 0,5% Triton X por 1 h,
retirado e colocado 300 ul de PBS + 5% BSA também 1 h e em seguida procedeu-se
com a incubagdo com os anticorpos: anti-MPO (2C7) (Abcam, ab25989) 1:200 em PBS
+ 1% BSA deixado a 4°C overnight em camara Umida e apés 3 lavagens com PBS de 5
min cada foi colocado anticorpo secundario anti-mouse AF488 (Invitrogen, A21202)
1:1000 + drag 1:700 em PBS + 1% BSA por 1 h no escuro. ApoOs a incubacgdo, as
laminulas foram lavadas e coladas em ladminas com meio de montagem para

visualizagdo no microscopio confocal.

3.20 Andlise da relacgao linfécito/neutrdéfilo do sangue dos pacientes

Para verificar os niveis de neutrdfilos e linfocitos na circulagdo sanguinea dos
pacientes diagnosticados com cancer renal do AC Camargo Cancer Center, foram

levantados retrospectivamente os hemogramas de 14 pacientes que ndo evoluiram com
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formacgéo de trombo renal e 7 com o cancer e trombo tumoral, todos antes de serem

submetidos a intervengdo cirdrgica.

3.21 Anélise estatistica

A diferenca da capacidade migratoria das células CCR26 e Caki-1 avaliada pelo
ensaio de migracdo em Transwell foi analisada pelo teste T ndo pareado através do
software GraphPad Prism 8.2.1. Valores de P<0.05 s&o considerados significativos e a

representacdo é dada da seguinte maneira: *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001.
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4 RESULTADOS

4.1 Estabelecimento e caracteriza¢cdo do modelo PDX

Estudo conduzido pelo nosso grupo com a participacdo direta do aluno de
doutorado Adriano Beserra gerou uma série de PDXs de pacientes com CCR (100).
Durante o estudo, um fragmento tumoral extraido do paciente com CCRcc associado a
trombos em veia cava foi inoculado ortotopicamente em camundongos NSG. Estes
animais apresentaram um rapido crescimento do tumor com cerca de 30 dias apds o
implante. Apoés a eutanésia, foi observada infiltragdo da veia renal e veia cava inferior,
fendtipo semelhante ao observado no paciente doador da amostra. Essa caracteristica foi
mantida em passagens subsequentes dos tumores para outros camundongos NSG
tornando-se o primeiro modelo, do nosso conhecimento, para o estudo deste evento (ref
adriano). A imunohistoquimica do fragmento tumoral do paciente e do PDX revelou a
fidelidade do modelo, apresentando positividade para anidrase carbonica IX (CAIX) e
PAXS8 e negatividade para CK7 (Figura 6).
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Figura 6. Avaliagdo por imunohistoquimica de marcadores de CCR do tumor primario do
paciente doador e do tumor derivado do xenoenxerto proveniente da implantagdo do caso. Foi
realizada a coloragdo com hematoxilina e eosina e imuno-histoquimica e as amostras
apresentaram positividade para PAX 8 e CA IX e ndo houve marcacdo com CK7, confirmando
gue ambas sdo do mesmo subtipo de CCR. Barra de calibracdo: 100 um. Fonte: Beserra, A.O.
(2022).

4.2 Caracterizacao da linhagem celular imortalizada CCR26

A partir de um fragmento do primeiro PDX desse caso (P0), as celulas foram
dissociadas e cultivadas por mdltiplas passagens (além de 50) sendo, portanto,
consideradas imortalizadas (Figura 7). A essa linhagem celular foi dado o nome de

CCR26 e sua geragdo foi coordenada pela Dra. Ethiene Castellucci Estevam, pos-
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doutoranda na ocasido. Cabe ressaltar que foram realizadas outras tentativas de cultivo
primario de tumores de outros pacientes que tiveram ou ndo trombos tumorais em veia
cava, porém sem sucesso. Nesses outros casos as células ndo se adaptaram bem ao
crescimento em monocamada e morreram em até quatro passagens. Outra dificuldade
enfrentada foi o crescimento de fibroblastos a partir do tecido tumoral que superavam o
crescimento das células tumorais inviabilizando o cultivo. Desta forma, apenas a
linhagem CCR26 foi utilizada neste estudo, e outras linhagens comerciais de
carcinomas renais que foram utilizadas como controle experimental pelo fato de nédo

formarem trombos.

As células CCR26 foram caracterizadas por imunofluorescéncia com o0s
marcadores CAIX e CK7. A marcacdo positiva de CAIX € transmembrana e
difusamente positiva em CCRcc e negativa para CK7 confirmando a origem das células
CCR26 a partir do tumor de CCRcc (Figura 7).

Figura 7. Linhagem celular CCR26 estabelecida a partir do PDX gerado pela inoculagéo do
fragmento do tumor primério de paciente com CCR e trombo tumoral no rim de um
camundongo NSG. A imunofluorescéncia mostra em vermelho corante Dapi marcando o nlcleo
das células, em verde a marcacdo para CAIX e a auséncia de marcacdo para CK7. As

fotomicrografias mostram que mesmo apés o subcultivo e aumento das passagens de P1 para
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P15 as células mantém sua morfologia epitelial tipica deste tipo tumoral e crescimento continuo.

Aumento de 40X. Fonte: Autoria prépria.

O estabelecimento do modelo de PDX e a obtengdo de cultura celular que
mimetiza o fenotipo tumoral, oferece uma oportunidade Unica de estudar os mecanismos

que governam a formacéo de trombos em veia cava nos CCR.

4.3 Avaliacdo da tumorigenicidade da linhagem celular CCR26

As células CCR26 foram testadas quanto a sua capacidade de gerar tumores em
camundongos NSG. Para isso, 2,5 x 10° células, ressuspendidas em 50 ul de PBS e 10 ul
da suspensédo foram inoculados na cépsula renal de 5 animais. Os resultados mostraram
crescimento tumoral em todos os animais, indicando que a célula CCR26 possui

capacidade de gerar tumores in vivo.

4.4 A linhagem CCR26 possui alta capacidade de proliferacao

A proliferacdo das células CCR26 foi comparada com a linhagem
comercialmente disponivel Caki-1, originada de carcinomas renais de células claras
para melhor compreensdo do comportamento bioldgico das células CCR26. Durante a
avaliacdo das curvas de crescimento das linhagens celulares e, verificou-se que ambas
apresentaram padrdo de crescimento semelhante durante 8 dias. Entretanto as células
CCR26 continuam crescendo ap6s o 8° dia, enquanto a Caki-1 atinge um plat6,
indicando que a CCR26 ndo apresenta inibicdo de crescimento por contato.
Interessantemente, quando toda a area de crescimento é tomada as células soltam-se da

placa e proliferam em suspenséo (Figura 8 A)

ApOs observada a capacidade de proliferacdo sem inibicdo por contato das
células CCR26, foi realizado experimento para verificar se elas sdo capazes de crescer
em suspensdo. As células foram cultivadas sobre uma camada de agarose, a fim de
impedir sua aderéncia, e cultivadas na presenca em meio de cultura. Apds nove dias de

cultura em suspensdo as células permaneceram viadveis crescendo sobre a agarose
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(Figura 8 B). Ap0s esse periodo de cultura em suspensao, as células foram plaqueadas

em garrafas de cultura e aderiram e cresceram normalmente (Figura 8 C).
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Figura 8. Demonstragdo da capacidade proliferativa da célula CCR26. A) Células das linhagens
CCR26 e Caki-1 foram plaqueadas (2,5x10%poco) em placas de 6 pocos e contadas a cada 2
dias em duplicata durante 10 dias. As celulas possuem crescimento semelhante até o 8° dia,
quando a CCR26 continua a crescer e a Caki-1 cessa a proliferagdo. Os dados representam
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. B) Grafico do crescimento em
suspensdo da célula CCR26. Foram adicionadas 30.000 células em placas de 6 pogos sobre gel
de agarose 1% e contadas a cada 3 dias. O resultado representa um experimento. C) Foto da
célula CCR26 aderida em monocamada ap6s 7 dias de crescimento em suspensdao. Aumento de
40x. Fonte: Autoria propria.

Estes resultados indicam que a célula CCR26 apresenta alta adaptabilidade as
condicBes para seu crescimento em cultura. Quando em baixa concentracdo, as células
crescem em monocamada €, a medida que a concentracdo de células aumenta, parte da
populacdo se descola da placa e passa a proliferar em suspensdo, gerando uma cultura

semi-aderente.
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4.5 As células CCR26 possuem capacidade de crescimento em 3D

Através do experimento de geracdo de esferoides com as células CCR26 foi
possivel observar apos 8 dias a presenca de esferoides com os dois tipos de Matrigel®
testados (Standard e com fator de crescimento reduzido) assim como com a adi¢do ou
ndo de FGF no meio de cultura (Figura 9). As imagens mostram esferoides semelhantes
em morfologia e tamanho, ndo havendo diferenca significativa entre as condicdes

abordadas.
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Figura 9. As células CCR26 possuem capacidade de formacdo de esferoides em cultura. A) 1 x
10 células e B) 2,5 x 10* células foram plaqueadas em camada de Matrigel® Standard e GFR e
ressuspendidas em meio sem e com FGF. Imagens (aumento de 20x) representam células ap6s

8 dias do plagueamento. Fonte: Autoria prépria.

4.6 Avaliacéo da capacidade de migracéo da CCR26

A proxima etapa foi investigar se a capacidade de invasao vascular (que culmina
nos trombos tumorais in vivo) também pode ser observada na célula CCR26. Para
determinar esta capacidade, foram utilizados ensaios em placas transwell. Os resultados
mostram que a capacidade migratéria da CCR26 in vitro € menor quando comparada

com a célula Caki-1, conforme mostra a Figura 10.
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As duas linhagens apresentam sensibilidade ao SFB como quimioatrativo e
migram mais nessa condi¢do quando comparadas a condi¢do sem SFB. As células Caki-
1 apresentam migracdo de 32,0 + 2,4 células/ pogo na presenca del0% de SFB,
enquanto as CCR26 migram o equivalente a 4,1 + 0,4 células/pogo. Portanto, as células
CCR26 apresentam uma capacidade migratoria significativamente menor que as CAKI
(Figura 10; p=0,001).
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Figura 10. Migracdo das células CCR26 e Caki-1 avaliada em placas Transwell. As imagens
representam um dos campos fotografados para ensaio usando 2x10° células CCR26 e Caki-1
avaliadas para migracdo por por quimiotaxia na presenca e auséncia de porl8 horas. As células
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foram coradas com DAPI e analisadas em microscopio de fluorescéncia (excitacdo-358 nm e
emissdo-461 nm) em aumento de 20x. O gréafico apresenta a média + desvio padrdo do nimero
de células que migram na presenca e auséncia de SFB. Trés experimentos independentes foram
realizados em triplicata.. Os dados foram analisados através do Teste t ndo paramétrico pelo
software GraphPad Prism 8.2.1. *** P<0,001. Fonte: Autoria propria.

Esses dados sugerem que o fendbmeno de formacdo de trombos e invasao do
sistema venoso ndo € mediado por maior capacidade de migracdo das células, mas que
pode estar mais relacionado ao microambiente tumoral e interacdes das células com

outros componentes.

4.7 Tumores originados de PDX que formam trombos tumorais em veia

cava apresentam aumento de Neutrophil extracellular traps (NETS)

Os PDX de tumores renais que formam ou ndo trombos tumorais em veia cava
foram avaliados por imumofluorescéncia para mieloperoxidase e histona H3 acetilada,
marcadores especificos de NETs. A Figura 11 mostra a marcacdo das duas proteinas em
PDX derivados diretamente de um tumor que ndo forma trombos (Fig. 11 A), do tumor
que forma trombos no PDX (Fig. 11 B), do tumor derivado de células CCR26 (Fig. 11
C) e do PDX que foi gerado a partir do proprio trombo tumoral. A quantificacdo da
presenca NETs pela medida da fluorescéncia por campo mostra que had uma maior

formacdo de NETs em todas as condic¢des de formacdo de trombo (Figura 11E).



53

Overlay

A B
o o
L L
£ £
e o2
£ E
@ o
w o
S Overlay S
E -z |
. 2
. o
0 0
a a
C D
w0
& 2
O £
O £
a 8
- 2
D o
o =
=) =
£ b
= (@)
= a
&)
a
E
15000+
O -+ s
(=1
E e
3 8 LE ]
L—} :‘g I ey I
- e
2 2 10000 e
o °
g2 « vt
25 e, * ° ® .
22 5000 . * .
> ]
W oo L
= S .
= e%e
D T T T T

CCR Trombo Trombe CCR26
controle  tumoral

Figura 11. Imunofluorescéncia de tumores de PDX com anticorpos contra mieloperoxidase e
histona H3, marcadores de NETs. A) PDX de tumor renal de células claras que ndo forma
trombos B) PDX de tumor renal que forma trombos. C) PDX derivado de célula CCR26 D)
PDX derivado do trombo tumoral. O gréfico mostra diferenga significativa entre os grupos
analisados através do teste estatistico Ordinary one way-ANOVA seguido de comparacdo
multipla de Bonferroni. **P<0,01; ***P<0,001. Fonte: Autoria propria.
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4.8 Camundongos implantados com PDX de tumor que forma tromboscom
células CCR26 ou com trombo tumoral possuem niveis elevados de IL-8 humana

no plasma.

Os niveis de IL-8 humana foram avaliados por ELISA no plasma dos
camundongos implantados com PDX derivados de tumores formam ou ndo trombos
tumorais em veia cava, com celulas CCR26 e com trombos tumorais. Em todas as
condi¢des em que os camundongos foram implantados com tumor, seja célula CCR26
ou fragmento de PDX, os niveis de IL-8 humana circulante no plasma é de
respectivamente 10 a 30 vezes maior do que aqueles de animais implantados com PDX

de tumores que nao formam trombos (Figura 12).

Interessantemente, os niveis de IL-8 humana em animais implantados com o
préprio trombo tumoral sdo cerca de 3 vezes maiores que aqueles de camundongos
implantados com o tumor primario ou células CCR26, sugerindo que o trombo tem uma
capacidade maior de geracdo de NETs do que o tumor priméario. Os ensaios de ELISA
realizados para CXCL1 e MIP1beta ndo mostraram niveis mensuraveis dessas citocinas,
indicando que a IL-8 é a principal citocina presente no plasma de animais inoculados
com tumores, células ou trombos tumorais de tumores renais de células claras que

formam trombos em pacientes.
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Figura 12. PDX com CCRcc que forma trombos possuem niveis de IL-8 humana
significativamente mais altos que PDX com CCRcc que ndo formam trombos. Niveis de IL-8 no
plasma de doador humano saudavel, camundongos NSG (saudavel), e camundongos
implantados com os tumores XR109 e XR113 (ndo formam trombos). Os niveis de IL-8 sdo
mostrados ainda no plasma de camundongos implantados com o tumor XR60 (barra verde),
camundongo implantado com células CCR60 (barras azuis) e camundongos implantados com
fragmentos de trombo de veia cava retirado de animais com PDX de XR60. Fonte: Autoria
propria.

4.9 Inducéo de NETSs por acetato de tetradecanoilforbol (PMA).

Considerando que foi observada a presenca de marcadores classicos de NETS no
plasma e no tecido tumoral, a proxima etapa consistiu em investigar o papel das NETs
na formacdo de trombos de veia cava. Para tanto, estabelecemos um protocolo onde
neutrofilos isolados de individuos sadios séo tratados com o éster de forbol PMA, um
agente indutor de NETs!® para posterior comparacdo da atividade do meio
condicionado de CCR26 na induc¢édo de NETS.

A Figura 12 mostra a curva dose-resposta de PMA em neutrofilos tratados por
1h (Fig. 12A) ou 4h (Fig. 12B). Inicialmente, estabelecemos o protocolo de inducéo de
NETs em neutréficos com PMA. Apds o periodo de tratamento, as células foram
fixadas e a imunofluorescéncia foi realizada com o marcador de NETS, a elastase. Em
1h de incubacdo, foi possivel identificar a formacdo de NETSs a partir da concentracdo
de 50 nM, enquanto em 4h foi possivel observar na menor concentracdo utilizada (25
nM). Para estabelecer a condicdo de ativacdo ideal de NETs, foi escolhida a

concentragdo de 150 nM e 4h de incubag&o.
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Figura 13. Inducdo da formacdo de NETs em neutrdfilos tratados por uma hora (A) ou 4 horas
(B) com concentragbes crescentes (25, 50, 100 e 200nM) de PMA e grupo controle sem
tratamento. Os ndcleos celulares foram marcados com Drag5 (colunas a esquerda), a
imunofluorescéncia com anticorpos anti-elastase mostra a crescente formagédo de NETSs (colunas
centrais) e a sobreposi¢do das imagens dos nucleos e da eslastase apresenta a disposicdo de
relacdo células/NETS (colunas a direita). Fonte: Autoria prépria.

4.10 Fatores secretados pelas células CCR26 induzem a formacédo de NETs

em neutréfilos humanos

Neutrofilos humanos isolados do sangue periférico de doadores saudaveis foram
incubados com meio condicionado (MC) de células CCR26 e células Caki. Os
resultados mostram que 0 MC de CCR26 ¢ capaz de estimular a morte de neutrofilos e
consequente formacdo de NETSs. Esta atividade ndo foi observada em MC de células
CAK:Ii. O Meio de cultura fresco suplementado com 1% SFB n&o apresentou nenhuma
atividade na formacdo de NETs. PMA 150 nM foi utilizado como controle positivo.
(Figura 13). As NETSs formadas pelo meio da CCR26 sdo semelhantes as que se formam
guando neutrofilos sdo incubados com 180 nM de PMA, indicando que fatores

especificos secretados pela CCR26 sdo capazes de induzir a formacdo de NETS.
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Figura 14. Neutréfilos humanos isolados de sangue periférico foram incubados por 4 hrs a 37°C
com MC de células CCR26 e Caki. Os neutrdfilos foram marcados com anticorpos para para
mieloperoxidase (MPO) por imunofluorescéncia. As imagens mostram os nucleos das células
marcados com Draqg (colunas da esquerda das composi¢des), redes de NETs marcadas com
MPO (colunas centrais das composicdes) e overlay das imagens (colunas da direita). Meio com
1% SFB e PMA 180nM foram usados respectivamente como controle negativo e positivo para a
formacdo de NETS. Fonte: Autoria propria.
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4.11 Fatores secretados pelas células CCR26 induzem a migracdo de

neutrofilos humanos.

Alem da capacidade de inducdo de NETS, foi avaliado o efeito do MC de células
CCR26 na migracdo de neutrdfilos humanos. As células foram cultivadas e o0 MC foi
centrifugado por 5 min a 1500 rpm e filtrado (0,2 um) para retirada de células e debris.

O MC total foi utilizado para avaliacdo da migracao de neutrofilos.

Neutréfilos na concentragdo de 4x10* células foram suspensos em DMEM e
colocados na parte superior do inserto da camara de transwell. Na parte inferior da
camara foi adicionado MC de CCR26 ou MC das linhagens de tumores renais de células
claras, Caki e ACHN, que ndo formam trombos tumorais. DMEM High 1% SFB foi
usado como controle negativo de migragcdo. Como observado na Figura 14, o MC de
CCR26 € um potente quimioatraente de neutrofilos quando comparado MC de células
Caki-1 e ACHN. De fato, MCs de CAKi-1 e ACHN néo sdo capazes de induzir
migracdo de neutrofilos uma vez que promovem migracdo semelhante aquela do
controle negativo (DMEM High 1% SFB). As imagens superiores representam a

migracdo em 2 e 4 horas dos neutrofilos (nucleos corados com DAPI) presentes na face

Overlay
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inferior da membrana de transwell. O grafico mostra a quantificacdo da migracao dos

neutrdfilos nas diferentes condigdes experimentais (Figura 14).
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Figura 15. O meio condicionado (CM) total da célula CCR26 promove a migracéo celular de
neutrofilos humanos. Neutrofilos humanos isolados do sangue periférico suspensod em DMEM
high foram colocados na parte superior de cadmaras transwell e na parte inferior foram
adicionados MC de cultura das células CCR26, Caki-1 e ACHN e meio controle DMEM high
1% SFB. Apds 2 e 4 h os neutrofilos aderidos a face inferior da membrana na cadmara foram
fixados, os ndcleos corados com DAPI, fotografados em aumento de 40x em microscopio de
fluorescéncia e contados no software Image J. O grafico representa a mediana + desvio padrdo
de sete experimentos independentes. Foi realizado teste estatistico de One Way ANOVA
seguido do pos teste Kruskal-Wallis. Valor de *P<0.05, ***P<0.001. Fonte: Autoria propria.

Estes resultados indicam que fatores secretados pelas células de carcinomas
renais de células claras que formam trombos tumorais em veia cava promovem a

migragéo de neutrofilos.
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Os experimentos descritos na Figura 14 mostram que existe uma migragéo
intensa de neutrofilos para a camara inferior do transwell onde ficam em suspenséo no
meio de cultura (MC). Além disso, as contagens das células na membrana inferior do

transwell mostraram grande variancia, particularmente para o MC das células CCR26.

Na tentativa de identificar se era possivel avaliar a migracdo pela contagem nas
células no compartimento inferior da camera, foram realizados experimentos com
neutréfilos nas concentragdes de 4x10* ou 4x10° células. O MC de células CCR26 foi
usado como quimioatraente e DMEM high 1% SFB como controle negativo. A
migracdo dos neutrofilos foi avaliada ap6s 30 min, 1, 2 e 4 horas pela contagem das

células na cdmara inferior do transwell (Figura 15).
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Figura 16. Potencial de migracdo de neutrdfilos in vitro. A capacidade de migracdo de
neutréfilos mediada pelo meio condicionado das células CCR26 foi avaliada durante 30 min,, 1,
2 e 4 hrs. (A) Foram plagueados 4 x 10* ou (B) 4 x 10° neutréfilos na parte superior do inserto.
As células que migraram para a camara inferior foram fixadas e contadas. Os gréficos
representam a média de dois experimentos independentes. Fonte: Autoria prépria.
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Os resultados obtidos mostram que o MC de células CCR26 é um potente
quimioatraente de neutréfilos quando comparado ao meio de cultura controle (DMEM
high 1% SFB).

Os resultados das Figuras 14 e 15 mostram dados semelhantes, e as variacdes

experimentais séo menores quando se mede as celulas no compartimento inferior.

O ensaio de migracio com 4x10° neutréfilos ndo mostra uma migragdo tempo
dependente. Esta é proporcionalmente maior do que a observada para o plagueamento
de 4x10° células para os tempos de 30 min e 1 horas e depois fica melhor em 2 e 4 horas
(Figura 14 B). E provével que o aumento de 10 vezes no nimero de células plaqueadas
sature o sistema e iniba parcialmente o processo de migracdo ao longo do tempo.
Portanto, para os experimentos seguintes optou-se por utilizar a quantidade de 4 x 10*
neutrofilos e avaliar a migracéo celular nos tempos de 2 e 4 h. Os resultados mostrados
nas Figuras 14 e 15 representam a média de dois experimentos independentes e

portanto, ndo foi possivel realizar uma analise estatistica.

4.12 Vesiculas extracelulares e fatores sollveis do MC de células CCR26

induzem a migracéo de neutrofilos.

Vesiculas Extracelulares (VEs) foram isoladas a partir do MC de células CCR26
e CaKi. O pellet contendo as VEs foi ressuspenso em meio fresco com SFB depletado

de VEs. O sobrenadante foi utilizado para controle de fatores soltveis livres de VESs.

A Figura 16 mostra a quantificacdo de neutréfilos que migraram para a camara
inferior do transwell quando foram usados MC Total (MCrotal), Vesiculas Extracelulares
de MC (MCvg) e Fatores Soluveis de MC (MCrs) como quimioatraentes. DMEM high
1% SFB foi usado como controle negativo. Apenas o tratamento por 2 horas com
MCiotal de células CCR26 ¢ capaz de induzir migracdo de neutréfilos. MCrotal de células
CaKi e ACHN nédo promovem migracdo quando comparados ao controle negativo. A
migracdo de neutrdfilos promovida pelo tratamento por duas horas com MCve de
CCR26 (Fig. 16 B) é semelhante aquela observada com MCiota desta célula (Fig.16 A) e
dobra quando o tratamento é realizado por 4 horas (Fig.16 C). Estes valores séo

significativamente maiores do que o controle negativo. Por sua vez, a migragdo de
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neutrofilos ndo é induzida pelo tratamento por 2 ou 4 horas com CMiota, CMve € CMrs

de células Caki, e apresenta valores semelhantes ao controle negativo.
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Figura 17. Vesiculas extracelulares presentes no MC de células CCR26 sdo os componentes
ativos responsaveis pela inducdo da migracéo de neutréfilos in vitro. Neutréfilos (4 x 10) foram
colocados na parte superior dos insertos transwell. A camera inferior do transwell recebeu
MCdas células tumorais e a migracdo celular foi avaliada em 1 e 2 h. Os neutréfilos que
migraram para a camara inferior do transwell foramquantificados. (A) Migragdo promovida pelo
MCrota (MC total) das células tumorais CCR26, Caki e ACHN e controle negativo DMEM High
1% SFB. (B e C) Migracdo de neutrofilos promovida por Vesiculas Extracelulares do MC
(MCye) e Fatores soltveis do MC (MCks) de células CCR26 e CaKi apo6s tratamento por 2 (B) e
4 (C) horas. DMEM high 1% SFB foi usado como controle negativo. Os dados representam 2
experimentos independentes conduzidos em triplicata. Fonte: Autoria prépria.

Para fazer o isolamento das VEs, as células foram cultivadas de modo que
estivessem com quantidades parecidas nas garrafas de cultura. A Figura 18 apresenta 0s

perfis de tamanho e concentracdo das VEs das linhagens CCR26 e Caki-1.
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Figura 18. Concentracdo de vesiculas extracelulares extraidas de meio condicionado das células
CCR26 (A) e Caki-1 (B). O meio de cultura foi coletado de garrafa T180; as células CCR26
tinham densidades de 2,9 x 10° e as células Caki-1 de 2,7 x 108 Os gréaficos representam a
concentragdo de particulas por tamanho (nm). Foram realizadas 5 aquisi¢fes de cada amostra,

em diferentes campos. Dados coletados em Nanosight LM10. Fonte: Autoria prépria.

As células CCR26 apresentaram tamanho médio de 182,5 nm e concentracdo
média de 1,86 x 10%ml, enquanto as células Caki-1 apresentaram tamanho de 163 nm e
concentracdo média de 3,58 x 108,

Os resultados em conjunto mostraram que a célula CCR26 liberam VEs e
componentes sollveis no meio de cultura e que as VES sdo 0s componentes mais
importantes na inducdo da migracdo de neutréfilos humanos in vitro. Este fenbmeno sé
foi observado em MC de células CCR26 que levam a formacdo de tumor e trombos
tumorais in vivo. MC e MCve de células tumorais de outros pacientes com carcinomas
renais de células claras como as Caki e ACHN que ndo formam trombos in vivo sdo

pouco capazes de induzir a migracéo de neutrofilos quando comparados a CCR26.

No conjunto sugerimos que VEs secretadas por alguns carcinomas renais de
células claras podem promover a migracdo de neutrofilos e induzir a formacéo de NETs
que associados as celulas tumorais podem levar a formacéo de trombos tumorais na veia
cava.
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4.13 Relacdo linfdcito/neutrofilo em pacientes com trombos tumorais

Considerando os achados que indicam a participagdo dos neutrofilos na
formacéo dos trombos tumorais, uma abordagem relevante foi investigar a propor¢éo de
neutrofilos e linfocitos em pacientes com CCR que desenvolvem trombos tumorais em

comparacao aqueles que nao desenvolvem trombos.

Foi realizado uma busca nos prontuarios médicos de pacientes com e sem
trombo, da informacdo continda nos hemogramas. Um levantamento preliminar,
identificou 14 pacientes que atendiam aos critérios minimos para avaliacao,
estadiamento pT3 com trombos (N = 7) e sem trombos tumorais (N = 7). A relacédo
neutréfilos/linfécitos mostra uma mediana de 2,70 para pacientes com CCR sem
trombo tumoral e de 2,34 nos pacientes com CCR e trombo tumoral, como representado
na Figura 19. A avaliacdo preliminar ndo nos permite sugerir que ha uma relacéo entre a
razdo neutrdfilo/linfécito. Porém, estes ensaios ainda estdo em desenvolvimento e

necessitam de mais pacientes.
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Figura 19. Quantidade de neutréfilos e linfdcitos circulantes em pacientes com CCR. Os dados
foram coletados antes dos pacientes serem submetidos a cirurgia. O gréafico representa valores
obtidos de 14 pacientes com CCR dos quais 7 pacientes apresentam trombos tumorais em veia
cava. Dados da mediana + intervalo interquartil. Fonte: Autoria propria.
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Os dados obtidos mostram que quanto avaliados na circulacdo ndo ha diferenca
entre o numero de neutréfilos circulantes de pacientes com CCR com e sem trombos.
Entretanto, estes valores podem ndo representar o que € visto no tecido tumoral e esta

avaliacdo ainda esta em desenvolvimento.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo investigar os mecanismos relacionados a
formacdo de trombos tumorais que impactam a sobrevida de pacientes com CCR. Em
sua grande maioria, 0s estudos sobre o desenvolvimento e formacdo de trombos
tumorais no cancer renal abordam os diversos manejos cirurgicos e intervengdes com as
combinagOes de terapias de primeira e segunda linha. Entretanto, existem poucos
estudos que abordam os aspectos biologicos dessa condicdo e tragam de forma clara

possibilidades terapéuticas com alvos em vias de sinalizacdo especificas.

Para isso, em trabalho anterior do grupo foi verificado que o fragmento de
tumor primario de paciente com cancer renal que apresentava trombo de veia cava
quando inoculado em camundongos NSG desenvolviam tumor renal e esses animais
também apresentavam trombo tumoral'®. Esta situacio se repete a cada passagem dos
fragmentos dos tumores crescidos em camundongos para outros animais e, assim,
mantendo o modelo de estudo in vivo. Este modelo é inédito na literatura e mesmo nos
estudos do nosso grupo ndo obtivemos novos casos de CCR formadores de trombo em
que a condigdo fosse reproduzida em camundongos. Portanto, consideremos que este
modelo apresenta uma complexidade que pode trazer respostas para o entendimento dos

fatores envolvidos com a formacéo de trombos tumorais em veia cava nos CCR.

Células do tumor primério deste PDX foram imortalizadas (CCR26), a sua
tumorigenicidade foi determinada e, de forma surpreendente, a capacidade de induzir a
formacdo de trombos foi mantida. Em conjunto, estas caracteristicas tornam este
modelo Unico, pois nos permitira investigar ndo somente 0S mecanismos que governam
a formacdo de trombos, mas também buscar farmacos que possam diminuir, estabilizar
ou até mesmo desfazer por completo os trombos, como uma terapia neoadjuvante, por

exemplo.

Para avaliarmos melhor o comportamento das células CCR26 foram feitos
ensaios de proliferacdo celular e migracdo comparando com a linhagem comercial Caki-
1 e ensaios de formacéo de esferoides. As células CCR26 demonstraram capacidade de

proliferar mesmo sem aderéncia ao substrato, demonstrando maior adaptabilidade
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ambiental. Investigamos se essa capacidade de proliferacdo em suspensdo estava
relacionada com maior capacidade de migracao in vitro, visto que para células tumorais
deixarem seu local de origem e iniciarem o processo de metastase ocorre a transi¢do
epitelial mesenquimal e escape para corrente sanguinea.'*? No entanto, com estimulo de
soro fetal bovino as células Caki-1 possuem maior capacidade de migracdo in vitro que
as CCR26, indicando que o extravasamento dessas células do sitio tumoral e formacgéo
de trombos, depende de outros processos em conjunto que ocorrem no microambiente

tumoral que ndo somente a migracao replicada in vitro e analisada isoladamente.

Uma das ideias iniciais era que a formacdo dos trombos n&do dependeria
exclusivamente da atividade do sistema imune, uma vez que o tumor e 0s trombos se
desenvolvem em um camundongo imunodeficiente como o NSG. Entretanto, apesar de
serem depletados de quase a totalidade das células imunes, estes animais ainda possuem
quantidades significativas de neutrofilos®®. Portanto, este fato nos direcionou a
avaliacdo dos mecanismos de formacdo de trombos tumorais que envolvessem 0s
neutrofilos. Somado a este fato, a relatos da literatura que indicam um papel prognéstico

ruim quando ha infiltrado de neutréfilos em carcinoma de células renais.

Estas células desempenham um papel crucial no sistema imunoldgico, sendo
responsaveis pela defesa do organismo contra infecgdes bacterianas e fangicas, dentre
outros processos*®?. No contexto do cancer, os neutr6filos podem ser encontrados dentro
do tumor, sendo denominados de neutréfilos associados ao tumor, do inglés (TANS).
Sabe-se que essa associacdo de neutrofilos e as células tumorais influencia o
microambiente tumoral, afetando o crescimento e a disseminacio do cancer renal'%. Os
neutréfilos sdo ainda conduzidos por diversos estimulos a uma morte celular por
NETose, onde se formam NETSs que estdo associados a processos tumorais, respostas

inflamatérias e a tromboembolismo venoso associado ao cancert0®106.107,

Em um estudo recente com 183 pacientes com ccCCR foi observado que ha um
maior acimulo de NETSs no tecido tumoral do que na area tecidual adjacente ao tumor.
Os niveis de NETs no tumor estavam associados a uma menor sobrevida global (HR

1.60 [95% CI 1.05-2.43], log-rank p = 0.017), e representam um fator progndstico de



67

risco independe (HR 1.733 [95% CI 1.165-2.579], p = 0.007) para sobrevida global em

pacientes com ccCCR metastaticos!®®.

Estes ultimos dados convergem com nossos achados da presenca de NETs em
PDX de ccCCR, medidos pela morfologia e marcacdo por imunofluorescéncia com
anticorpos anti-mieloperoxidase e histoma H3 citrulinada. Além disso, de forma inédita
os resultados obtidos mostram que a presenca de NETSs estd aumentada em PDX de
ccCCR que formam trombos tumorais em veia cava quando comparados com aqueles
que ndo formam. Estes dados sugerem a maior capacidade de recrutamento de
neutréfilos e formacdo de NETs nos ccCCR pode estar associada a formacgdo de
trombos tumorais nestes tumores. Além disso, verificamos que em pacientes com
ccCCR ndo ocorre um aumento da relacdo neutrofilos/leucécitos sé sangue periférico de
pacientes com trombos em veia cava comparados aqueles que ndo apresentam trombos.
Portanto, sugerimos que o mecanismo envolve o recrutamento de leucdcitos ao sitio
tumoral, o que ndo afeta seus niveis circulantes ou é compensado pelo aumento na

producdo destas células pelos pacientes.

Este conjunto de dados levou a proposta de que células tumorais que sdo capazes
formar trombos em veia cava podem liberar fatores que recrutam neutréfilos para o sitio
tumoral, promovendo a formacdo de trombos tumorais. De fato, o tratamento de
neutréfilos humanos de doadores normais com MC de células CCR26 (proveniente de
ccCCR que forma trombo) leva a uma formacdo intensa de NETs comprovada pema
marcacdo destas estruturas por imunofluorescéncia com anticorpos anti-
mieloperoxidase. Em MC de linhagens celulares de ccCCR que ndo formam trombos
estas estruturas ndo foram observadas. E relevante ressaltar a importancia de
associarmos dados de células de ccCCR que ndo formam trombos isoladas de PDX
resultantes da implantacdo de tumores dos nossos pacientes. Entretanto, apesar do
trabalho intenso que tivemos neste sentido, ndo conseguimos isolar e cultivar estas
células, por isso orientamos estas atividades com linhagens comercialmente disponiveis

como controle.

Os experimentos seguintes abordaram se fatores secretados pelas células

tumorais poderiam modular a quimioatracdo de neutréfilos. Esta atividade foi medida
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em ensaios de migracdo de neutrdfilos em transwell, atraidos pelo MC das células
tumorais adicionado a face inferior da membrana. Os dados mostraram que o0 MC de
células CCR26 promove uma migracdo robusta e tempo dependente. Estes valores séo
significativamente menores para células CaKi e ACHN, e equivalentes ao meio de

cultura controle.

Um dos mecanismos propostos para a formacéo de trombos tumorais envolve a
participacdo das Vesiculas Extracelulares (VEs). Ja foi demonstrado que as VEs
exercem multiplas atividades em células tumorais e no microambiente, bem como estéo
envolvidas em processos tromboticos. Em modelo de trombose in vivo, a expressao de
alguns micro RNAS (miR-21, 223 e 339) foi significativamente aumentada nas VES,
exemplo da interacdo do conteido dessas vesiculas com seu microambiente'®. No
nosso modelo, identificamos que o meio condicionado (MC) das células CCR26 é capaz
de induzir a migracdo de neutrofilos e formagdo de NETs. VEs isoladas do MC
apresentam a mesma capacidade, o que indica a participacdo delas nos processos, o que

ndo ocorre com o sobrenadante do MC onde estdo presentes fatores soluveis.

Estes dados sugerem que a formacdo de trombos tumorais in vivo pode ser
dependente da atracdo de neutrofilos ao microambiente tumoral mediada por VEs
secretadas pelas células tumorais. Como o aparecimento de trombos tumorais s
acontece em 8 a 10% dos pacientes é possivel que componentes especificos do cargo
destas VEs como proteinas e pequenos RNA possam regular este processo*’83.
Adicional ao processo de migracdo celular, os dados deste trabalho também mostram
que o MC de células tumorais que formam trombos induz neutréfilos a morte celular
por netose e formacdo de NETs, componentes sabidamente envolvidos na formacdo de

trombos.

Outro aspecto importante que fortalece nossa hipotese do envolvimento de NETSs
na formacdo de trombos tumorais é a presenca da citocina IL-8. Existem muitas
evidéncias que associam IL-8 com a formacdo de NETS. Interessantemente, observamos
que camundongos com PDX provenientes de fragmentos do tumor do paciente ou de
suas células imortalizadas CCR26, apresentam altas concentragdes de IL-8 humana
soltvel no plasma, portanto produzida pelas células tumorais e que sabidamente esta

envolvida com a formagdo de NETs. Como ndo vimos atividade de migracdo mediada
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de fatores solveis no MC de células CCR26, podemos supor que IL-8 ndo participa do
processo de migracdo de neutr6filos neste modelo ou que ndo é secretada na forma
soltvel. Por outro lado, a secrecdo de IL-8 em VEs ja foi observada previamente em
células de tumores de prostatal®. A presenca de IL-8 nas fracdes sollvel e de VE
provenientes do MC de células CCR26 precisa ser investigada para que se entenda seu

papel no mecanismo que estd sendo investigado no presente trabalho.

Portanto, a proposta capacidade das células de tumores ccCCR de formarem
trombos em veia cava pelo recrutamento de neutrofilos para o tecido tumoral e
promoverem a formacdo de NETs parece ser fortemente guiada por componentes do
cargo de VE provenientes do tumor. Uma vez que NETs também sdo observadas no
trombo tumoral. Sugerimos que as células tumorais secretam fatores associados a VES
que sdo capazes recrutar neutrdfilos e induzir a formacdo de NETSs, desencadeando o
processo trombatico. Caso esta hipotese seja verdadeira o uso de inibidores da formacao
de NETSs ou de sua degradacdo poderiam ser alternativas para a diminuicdo da formacéo
de trombos ou de sua reversdo. Fato que permitiria cirurgias menos complexas e com

menos morbidade para a abordagem cirdrgica destes pacientes.

A terapia sistémica de carcinomas de células renais metastatico é realizada
preferencialmente com os inibidores de checkpoint imunolégico, mas inibidores de
tirosina quinase ainda sdo frequentemente utilizados. Ainda ha uma imprevisibilidade
sobre a eficacia da terapia que é dada muito em funcdo da alta heterogeneidade das
células deste tipo tumoral. Nesse contexto, a busca de biomarcadores que permitam
identificar para o melhor tratamento dos pacientes € uma necessidade clinica ndo
atendida. Particularmente no que se refere ao tratamento de pacientes com extensos
trombos em veia cava, em que o procedimento cirdrgico necessario para 0S remover
levam a grande morbidade e mortalidade. O fato de NETs poderem promover ou piorar
a formacéo de trombos indica que tratamentos com inibidores de sua formacdo ou que
promovam sua degradacéo como a Gasdermina D110 e a
deoxyribonuclease | (DNase 1)!!! respectivamente, alguns ja com uso clinico em outras

abordagens, possam ser candidatos terapéuticos nestes tumores.

Neste trabalho foram iniciadas abordagens neste sentido como geragdo de

células CCR26 expressando renilla-luciferase para seguimento da formacéo de tumores
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e trombos e tratamentos in vivo. Entretanto, ndo houve tempo de conduzi-los, mas o

modelo gerado permitira que o grupo siga estes estudos.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo foi possivel gerar modelos de PDX e de linhagem celular derivada
de PDX de tumores de pacientes que apresentam ccCCR. Estes mimetizam a formacéo
do céncer renal de células claras e de trombos tumorais em veia cava. Atravées destes
modelos foi possivel mostrar que tanto tumores como trombos tumorais destes modelos
apresentam altas concentraces de NETs quando comparados com cCCR que ndo fazem

trombos tumorais.

No modelo identificamos que células de ccCCR que fazem trombos secretam
VE que promovem migracdo de neutrofilos e a formacdo de NETSs. A presenca deste
biomarcador sugere que terapias que tém como alvo a inibicdo de NETs ou sua
degradacdo merecem abordagens em modelos pré-clinicos in vivo. Uma vez que drogas
como Gasdermina D e a deoxyribonuclease | ja sdo usados para tratamento de doencas,
seria interessante conduzir estudos de reposicionamento destas drogas para tratamento
de ccCCR com fatores de risco para formacgdo de trombos tumorais em veia cava ou que
ja apresentam esta condicao e que sua reducao melhoraria a morbidade e mortalidade de

abordagem cirurgica para sua retirada.
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