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Resumo

Os modelos animais sao fundamentais no estudo dos mecanismos moleculares do
cancro, mas devem mimetizar as caracteristicas da progressao tumoral; contudo, os atuais
modelos heterotopicos nao evidenciam metastases, fator importante a ter em conta num bom
modelo de cancro. O modelo ortotopico (ORT) de tumores humanos em ratos
imunodeprimidos provou ser mais adequado em relagio ao modelo heterotopico
(subcutaneo); uma vez que caracteriza o microambiente, podendo evidenciar o processo de
metastizagdo. O modelo ORT mais usado no adenocarcinoma colorretal (CCR) é a
implantagdo no ceco; contudo, esta localizagao representa 30% de todos CCR, pelo que se
torna necessario estabelecer e comparar dois modelos ORT de CCR, o do ceco e o do cdlon

esquerdo com fistula mucosa.

Recorrendo a linha humana WiDr injetada na fistula mucosa, avalidamos a progressao

através de Medicina Nuclear, utilizando o 9"Tc-MIBI e o '8F-FDG.

Ratos RNU nude (n=30) foram submetidos aos dois tipos de procedimentos cirurgicos
(cecostomia — n=13 e, colostomia descente com fistula mucosa distal — n=17), nos quais foram
injetados células (10-14x10¢ células/animal) da linha WiDr, apds retorno normal intestinal, na
mucosa da cecostomia e da fistula distal. As avaliagdes com °mTc-MIBl e '8F-FDG foram
realizadas apos injecao endovenosa e as imagens adquiridas através de uma camara-gama e um

protétipo ClearPEM, respetivamente.

Evidenciou-se uma taxa de mortalidade estatisticamente pouco significativa entre as
duas cirurgias, contudo verificou-se uma tendéncia para uma maior mortalidade no grupo da
cecostomia. O grupo de cecostomia apresentou mais quadros de inflamagoes associadas a
cirurgia, que resultaram em oscilagoes e perdas mais acentuadas de massa, comparativamente
com o outro grupo. As taxas de desenvolvimento de tumor primario foram semelhantes entre
os dois tipos de cirurgia, e nenhum dos modelos evidenciou metastizagao. Foi manifesta uma

forte resposta inflamatoria (quer aguda quer cronica) nos dois modelos.

Os estudos imagiologicos mostraram que ambos os radiofirmacos tém captagao
tumoral nos dois modelos, contudo o radiofirmaco !8F-FDG apresentou alguma

inespecificidade, com captacao de reagao inflamatoria local e a distancia.

Demonstrou-se o potencial que ambos os modelos tém para o estudo dos diversos
tipos de CCR e, contrariamente a outros modelos ortotopicos, evidenciaram-se respostas
imunes e respostas inflamatorias locais e a distancia, reforgando o potencial que estes modelos

tém para a compreensido nao s6 da fisiopatologia do CCR, mas também da influéncia da



inflamagao e da resposta imune nesta patologia. Além do potencial que este modelo tem para
o desenvolvimento e melhoria de firmacos para a terapia e, eventualmente radiofirmacos

uteis para o diagnostico e para avaliar a progressao da doenca.



Abstract

Animal models are fundamental to study the molecular mechanisms of cancer, but
should mimic the characteristics of tumor progression, however, current heterotopic designs
do not show metastasis, an important factor to be considered in a good model of cancer. The
orthotopic model (ORT) of human tumors in immunedeficient mice proved to be more
appropriate compared to heterotopic model (subcutaneous); since it characterizes the
microenvironment, which can show the metastasis pattern. The ORT model most used in
colorectal cancer (CRC) is the implantation in the cecum, however, this location represents
30% of all CRC, and it is therefore necessary to establish and compare two ORT models of

CRC, in the cecum and left colon with mucous fistula.

Using the human line WiDr injected into the mucous fistula, we evaluated the

progression through Nuclear Medicine, using °"Tc-MIBI and '8F-FDG.

RNU nude rats (n=30) were subjected to two types of surgical procedures (cecostomy
— n=13, and decent colostomy with distal mucous fistula — n=17), in which cells were injected
(10-14%x106 cells/animal) with the cell line WiDr, after the returning of normal intestinal
function, in the mucosa of the cecostomy and the distal fistula. Assessments with *mTc-MIBI
and '8F-FDG were performed after intravenous injection and acquired using a gamma camera

and a ClearPEM prototype, respectively.

It was evident a mortality rate statistically insignificant between the two surgeries,
however there was a trend toward higher mortality in the cecostomy group. The cecostomy
group presented more clinical features of surgery-associated inflammation, which resulted in
more pronounced fluctuations and loss of mass in comparison with the other group. The rates
of development of primary tumors were similar between the two surgery-types, and none of
the models showed metastasis. It was expressed a strong inflammatory response (both acute

and chronic) in both models.

The imaging studies showed that both radiopharmaceuticals have tumor uptake in both
models; however the radiopharmaceutical '8F-FDG showed some specificity, with uptake in

localized inflammatory reaction and at distance.

It demonstrates the potential that both models have to study the various types of
CRC, and unlike other orthotopic models, there was immune and local inflammatory
responses and at distance, reinforcing the potential that these models have in understanding
not only the pathophysiology of CRC, but also the influence of inflammation and immune

response in this disease. Besides this model has potential for the development and



improvement of drugs for the therapy and eventually radiopharmaceuticals useful for the

diagnosis and to assess disease progression.
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Introdugao

I. Cancro Colorretal.

I.1. Epidemiologia

O cancro colorretal (CCR) é um problema de satde publica em Portugal e
em todo o mundo. Este cancro é o terceiro mais comum nos homens (663 000
casos em 2008), que se traduz em 0% de todos os cancros, e o segundo mais
comum nas mulheres (571 000 casos em 2008), representando 9,4% dos

cancros(Ferlay et al., 2010).

Apesar de prevalente em muitos paises, como podemos observar na figura
I, o CCR é mais usual em paises desenvolvidos, apresentando variagoes geogra-
ficas marcadas. As menores taxas de incidéncia sio registadas na Africa Central
(2,3 por 100 000 individuos), contrastando com o Japao (49,3 por 100 000 indivi-
duos), onde se registam as maiores taxas de incidéncia desta patologia(Coleman

et al., 2008).

<46 <75 W <125 W <M7 W <421

GLOBOCAN 2008 ARC) - 1652001

Figura I: Incidéncia mundial de cancro colorretal estimada. Taxas de incidéncia padronizadas a
idade e sexo por 100 000 individuos (GLOBOCAN 2008).

Portugal nao é excegao. O CCR ¢é o segundo carcinoma mais frequente
quer em homens quer em mulheres, com uma incidéncia de 16,5% e 15,5%,
respetivamente, verificando-se cerca de 4000 novos casos por ano em homens e

2100 em mulheres. Em termos de mortalidade, o CCR é responsavel por 14,4%

11



Modelos Ortotopicos de Adenocarcinoma Colorretal

de mortes no género masculino e por 16,4% no feminino, ocupando o segundo
lugar entre os cancros mais letais no nosso pais, ultrapassada apenas pelo cancro

do pulmiao e da mama(Ferlay et al., 2010; Jemal et al., 2010).

Os habitos de vida, nomeadamente os alimentares, conjugados com fatores
genéticos, sio cada vez mais valorizados e responsabilizados pelo aumento da

incidéncia em paises desenvolvidos.

As taxas de mortalidade por CCR sao elevadas, contribuindo para
aproximadamente, 608 000 mortes/ ano a nivel mundial (8% de todas as mortes
relacionadas com cancro) e tornando o CCR o quarto mais letal entre os cancros
(Coleman et al., 2008; Center et al., 2009; Ferlay et al., 2010; Jemal et al., 2010;
Watson and Collins, 201 1).

A maior mortalidade é verificada na Europa Central e de Leste, em ambos
os sexos (com 20,| casos por 100 000 individuos do sexo masculino e 12,2 casos
por 100 000 individuos do sexo feminino). Ja as menores taxas registam-se na
Africa Central (3,5 e 2,7, respetivamente) (Coleman et al.,, 2008; Center et al.,
2009; Ferlay et al., 2010; Jemal et al., 2010; Watson and Collins, 201 I).

Dados norte-americanos salientam que nos individuos que migram de
regioes onde existe menor incidéncia de CCR, para regides onde esta é maior
verifica-se a incidéncia dos paises de acolhimento (Elder et al., 1991). As razodes
para a ocorréncia destas disparidades entre ragas e grupos étnicos, tal como
evidenciadas nos EUA, onde Afro-Americanos apresentam taxas de incidéncia e
mortalidade para CCR superiores quando comparados com populagdes
Caucasianas, Asiatico-americanas, Indo-americanas e Hispanicas, ainda niao sio
totalmente compreendidas. Contudo, ja foi postulado que diferengas no acesso a
rastreios regulares de qualidade, na cronologia de diagnéstico e tratamento, no
estilo de vida e habitos alimentares, bem como na situacdo socioeconémica tém

um papel muito relevante (Albano et al.,, 2007; Jemal et al., 2010).

Dados recentes demonstram ainda que a prevaléncia tem vindo a aumentar
nos paises em crescimento econdémico como a Europa de Leste, a Asia e alguns
paises da América do Sul, ultrapassando paises desenvolvidos de economias mais
influentes como os Estados Unidos da América, o Canada ou a Australia, onde as
taxas de incidéncia tém vindo a estabilizar, com excecio dos EUA onde tem
vindo a decrescer. Contudo e, contrastando com essa tendéncia, o Japiao, nacao

desenvolvida com uma economia forte, apresenta um dramatico aumento da
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incidéncia de CCR (Center et al., 2009), provavelmente devido a ocidentalizacao
da dieta japonesa, com aumento do consumo de lacticinios, gorduras e carne
(Kuriki and Tajima, 2006; Matsushita et al., 2008). Fatores que podem ter
contribuido para esta variacio mundial da incidéncia do CCR incluem diferengas
na prevaléncia de fatores de risco e praticas de rastreio (Center et al.,, 2009;
Jemal et al., 2010). Estudos mostram que o aumento do rastreio e detegdo do
cancro podem reduzir o seu desenvolvimento ou mesmo a morte devido a CCR
em 10-75%, dependendo do tipo de testes de rastreio usados e da regularidade

com que estes sao efetuados (Lieberman, 2009).

Fatores de risco de cancro colorretal incluem obesidade, inatividade fisica,
tabagismo, consumo excessivo de alcool, dieta rica em carnes vermelhas e/ou
processadas, consumo inadequado de frutas e vegetais (Giovannucci, 2002;
Botteri et al., 2008), os quais sao fatores associados ao desenvolvimento

econdémico ou a ocidentalizagao (Popkin, 1994).

I1.2. Fatores de Risco

1.2.1. Idade e Etnicidade

A idade é um fator de risco conhecido de CCR. A vasta maioria de casos
de CCR ocorre em pessoas acima dos 50 anos de idade, com um crescimento

exponencial a partir dessa idade (Lieberman, 2009).

A etnicidade, tal como referido anteriormente, desempenha o seu papel na
incidéncia, muito devido a fatores como a ocidentalizacao da alimentacao e
mesmo a heranga acrescida de riscos associada aos paises de acolhimento com

diferentes etnias e culturas.

1.2.2. Histérico Pessoal e Familiar

Doentes com histéorico pessoal de polipos adenomatosos ou de CCR
prévio tém maior risco de desenvolverem cancro do cdélon no futuro. O nimero,
o tamanho e a histologia dos polipos sio fatores importantes no prognostico

(Atkin et al., 1992).
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Antecedentes familiares de CCR em parentes de primeiro grau aumenta o
risco de se desenvolver esta patologia em duas a trés vezes, sendo ainda maior
caso hajam mais que um parente de primeiro grau com cancro do célon ou se for
diagnosticado antes dos 50 anos. Casos de cancro em familiares de segundo grau

levam a um aumento de risco de CCR, em média, de 25-50% (Burt et al., 2010).

Antecedentes familiares de adenoma no célon também aumentam o risco
de cancro colorretal, especialmente se este é diagnosticado em idades mais
jovens. Ja um adenoma grande ou histologicamente com um grau de
indiferenciagdo mais avangado confere um risco semelhante a presenga de um

antecedente familiar de CCR (Winawer et al., 1996).

1.2.3. Doenca Inflamatéria do Intestino

Colite ulcerosa e doenca de Crohn sao fatores de risco bem conhecidos
de CCR. Para a colite ulcerosa, fatores como a extensio e a durag¢io da doencga
também sao fatores de progndstico. O risco associado a individuos com colite
ulcerosa com 10, 20 e 30 anos de doenga esta aumentado e varia entre os 2%, 8%
até 18%, respetivamente (Eaden et al., 2001; Jess et al., 2012). Caracteristicas e
incidéncia semelhantes de CCR foram também descritas na doenca de Crohn
(Gillen et al.,, 1994). Nesta patologia, a presenga de fistulas e a duragdo
prolongada da doenga representam fatores de risco para o desenvolvimento de

CCR (Freeman, 2008).

1.2.4. Dieta e Estilo de Vida

A lista de fatores de risco associados a dieta e estilo de vida que estao
correlacionados com um aumento do risco de CCR ¢é infindavel. A
ocidentalizagdo dos habitos alimentares, como ja referimos, onde incluimos o
aumento de consumo de carne vermelha e gorduras, associadas ao decréscimo de
consumo de frutas e vegetais estao correlacionados com o CCR. A tipica dieta
ocidental inclui elevados niveis de gorduras (uma mistura de lipidos e gorduras
saturadas) que estio diretamente ligadas a promogao da carcinogénese do célon

(Larsson and Wolk, 2006). Também o consumo elevado de carne vermelha e
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processada esta associada a um maior risco de desenvolver cancro do célon
distal (Chao et al.,, 2005; Chan et al.,, 201 1). Enquanto o consumo de carne de

aves e de peixe é protetor (Calle et al., 2003; Norat et al., 2005).

Efeitos protetores contra o CCR podem ser exercidos pelas fibras,
vitaminas antioxidantes, acido folico, flavonas e outros micronutrientes (Lin,
2009). Um maior consumo de fibras tem sido correlacionado com um menor
risco de CCR em alguns estudos (Bingham et al., 2003; Peters et al.,, 2003;
Larsson et al.,, 2005a), mas nao em outros (Fuchs et al., 1999; Michels et al,,
2006). Apesar do consumo de vegetais e frutas no que toca aos seus efeitos miao
ser consensual, ha um consenso geral que apesar do aumento do consumo nao
fornecer dados relevantes sobre protecio de CCR, dados mostram que um
consumo baixo destes alimentos de fibras aumenta o risco de CCR (Koushik et

al., 2007; Skjelbred et al., 2007).

1.2.5. Obesidade

A obesidade também estd correlacionada com um aumento do risco de
CCR em ambos os sexos. A obesidade estd associada a elevados niveis séricos de
leptina e inversamente associada com niveis de adiponectina. Alteragdes nos
niveis das adipocitocinas tém efeitos na proliferacio celular, angiogénese e
promoc¢ao tumorigénica em estudos in vitro que podem contribuir para o
desenvolvimento de neoplasias colorretais em individuos obesos (Stattin et al.,
2004; Tilg and Moschen, 2006). A adiposidade visceral também foi associada com
um estado cronico, de baixo grau de inflamacao onde se evidencia a ativagao
persistente do fator de transcrigcao nuclear NF-kB (do inglés, nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells), com subsequente transcrigao de genes

promotores de tumorigénese (Donohoe et al., 2010).

Contudo, continua pouco claro se intervencoes para perder peso podem ou nao
ter impacto no desenvolvimento do CCR. A perda de peso sustentada entre
doentes obesos é rara (Levy et al.,, 2007), todavia a atividade fisica esta bem
correlacionada com uma diminuicao do risco de cancro do célon, mas niao do
reto (Samad et al.,, 2005). E interessante salientar que estudos tém associado
mutacoes genéticas no desenvolvimento de CCR com niveis de atividade fisica.

Mutagoes no gene KRAS (do inglés, Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) e
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no gene TP53 (do inglés, Tumor protein 53 gene) tém sido associados a niveis

reduzidos de atividade fisica (Slattery et al., 2001, 2002).

1.2.6. Diabetes Mellitus e Hiperinsulinémia

Ha uma maior evidéncia que a diabetes mellitus e/ou resisténcia a insulina
sao fatores de risco para o CCR. A partir de uma metanalise de |5 estudos
conseguiu-se concluir que o risco estimado de CCR em diabéticos é 30% maior
que em nao diabéticos (risco relativo |,30; intervalo de confianga de 95%, de
1,20 a 1,40) (Larsson et al.,, 2005b). Uma explicagao possivel é a hiperinsulinémia
associada a diabetes ou até o tratamento croénico com insulina para a diabetes
(Yang et al.,, 2004). A insulina é um fator de crescimento para as células da
mucosa do colon. Concentragoes plasmaticas aumentadas do fator de
crescimento insulinico de tipo | (IGF-1 — do inglés, Insulin-like growth factor 1), que
promove a migracao e proliferacao celular, angiogénese e inibe a apoptose ou a
adesao celular, estio relacionadas com o aumento do risco de CCR. Enquanto a
proteina-3 de ligacdo do fator de crescimento insulinico (IGFBP-3 — do inglés,

Insulin-like growth factor-binding protein 3) tem sido correlacionada com uma diminuigao

do risco (Pollak, 2008).

1.2.7. Alcool e tabaco

Tal como acontece para outros fatores ambientais associados com o CCR,
ha alguma discordancia no que toca a potencial contribuicio do consumo abusivo
de alcool para o desenvolvimento do CCR. O consumo abusivo de alcool,
definido como aquele maior que 30g/dia (ou mais de 2 bebidas por dia), esta
correlacionado com um aumento moderado do risco de CCR (risco relativo 1,07
a |,41; intervalo de confianga de 95%). A associagao é menor com a diminuigao
do consumo de alcool e é independente do tipo de bebida alcodlica consumida

(Cho et al., 2004; Thygesen et al., 2008).

A associagdo entre o tabagismo e o CCR nao é simples. A maioria das
evidencias encontradas mostram que este habito tem maior impacto em doentes
com certos polimorfismos, p.e. dois polimorfismos diferentes no gene CYP/A2,

que estao envolvido na ativacao e metabolismo de hidrocarbonetos no tabaco,
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conferem maior risco de CCR em fumadores (Slattery et al., 2004). Outro estudo
populacional sobre CCR esporadico demonstrou que, embora nio
estatisticamente significativo, o tabagismo é positivamente associado a tumores
que exibem mutagbées do gene KRAS (especialmente transversoes)
comparativamente a tumores sem este tipo de mutagbes. Ja o inverso foi
sugerido para a ocorréncia de muta¢oes do gene APC (do inglés — Adenomatous
polyposis coli), onde nao é clara a associagao com instabilidade de microssatélites.
Estes dados ainda sugerem que tumores relacionados com o tabagismo se
desenvolvem através de uma via de sobrexpressio de p53,¢ (Diergaarde et al.,

2003).

1.2.8. Genética

A tumorigénese colorretal é certamente uma doenga dos genes, com a
acumulacao de alteragdes genéticas e ondas progressivas de expansao clonal de
células com vantagens de crescimento sobre os seus progenitores. As trés
principais categorias de genes que estao implicados no desenvolvimento do CCR,
sdo os oncogenes (como o KRAS), os genes supressores tumorais (como o APC; o
DCC - do inglés, Deleted in Colorectal Cancer; TP53 e MCC — do inglés, Mutated in Colon
Cancer gene) e, os genes reparadores de erros de DNA (MMR — do inglés, Mismatch
repair genes) (como o hMSH2, hMLHI, hPMS| e o hPMS2) (Boland and Goel, 2010;
Fearon, 2011) [tabela I].
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Tabela I: Descricdo de genes envolvidos no desenvolvimento do CCR.

Gene APC DCC TP53 KRAS MMR
Localizagdo 5q 18q 17p 12p *
Funcdo Importancia na Produto envolvido Importante E um Oncogene; Necessarios para

adesdo e
comunicagao
intercelular e

fixagao ao

citoesqueleto

na adesdo célula-
célula e nas
interagdes célula-

matriz

determinante de
malignidade na
tumorigénese
colorretal;
Ativa a expressao

de genes.

as células
repararem erros
de replicagao do
DNA, bem com a
perda da
reparagao
espontineas de

bases.

Envolvimento na

tumorigénese

Mutado em FAP
(polipose
adenomatosa
familiar);
sindrome de

Gardner e

Turcot;
Mutado em 63%
dos adenomas e

carcinomas
colorretais,
contudo nido
detetado em
tecidos
circundantes
(mutagao
somatica);
Mutacdo ocorre
cedo no
processo

tumorigénico.

Importante na
prevencgio de
crescimento
tumoral, invasao e
metastizacao;
No CCR
esporadico, a
mutagdo deste gene
desempenha um
papel critico na
capacidade do
tumor metastizar
(marcador
progndstico de

metastizagao)

Inativagio ou
mutagao neste
gene leva a nao
regulagdo do
crescimento
celular;
Mutagdes sio
encontradas em
mais de metade
de todos os
cancros
(componente
central da

carcinogénese).

Mutado em 50%
de adenomas
grandes e 47%
dos carcinomas
de CCR

esporadicos.

Contribuem para
o HNPCC
(Cancro
Colorretal
Hereditario nao

Polipoide)

A sua proteina
interage com
moléculas
efetoras,
transmitindo uma
resposta de
crescimento;
processo de
transdugio de
sinal é perturbado
com uma proteina
mutante KRAS,
conduzindo a
formagao de

tumores.

* hMSH2 - 2p; hMSH6 - 2p; hMLHI- 3p; hPMST - 2q; hPMS2 - 7p.

O CCR desenvolve-se a partir de uma sequéncia de mutagbes genéticas

com varias etapas, denominada perda de heterozigotia (LOH - do inglés, Loss of

Heterozigoty), que pode ser observada em CCR esporadico ou hereditario. Estudos

mostraram que pelo menos sete alteragoes genéticas acontecem antes do

desenvolvimento deste cancro; contudo, outra via completamente distinta pode

ocorrer para o desenvolvimento deste tipo cancro, que pode ser iniciada por

defeitos

dentro dos MMR, que

leva ao aumento de erros

de replicagao,

culminando em instabilidade de microssatélites e mau funcionamento do gene.
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Esta via é denominada como RER (do inglés, Replication Error) e ocorre em 20% de

todos os tumores colorretais (Boland and Goel, 2010).

Assim sao multiplos os fatores ambientais que podem ter acao sobre a

predisposicao genética ou aquisicio de defeitos, resultando em malignidade

colorretal [figura 2].

Ty P Inactivagio dos genes Mismatch-repair o
M ) Instabilidade Cromossomica
ik i
. 35-40% erda perda
(40-80%) ( ) (50%)
KRAS SMAD2/4
APC TP53
e Adenoma precoce/ Adenoma Adenoma : 5
Epitélio normal Cripta displisica intercdio e Carcinoma Metéistases

(o g0
2t

s
s
-
-
2
-
i

Padrio de Outras alteracGes genéticas
metilagio alterado

Figura 2: Eventos moleculares no desenvolvimento do adenocarcinoma colorretal (adaptado) (Davies et al., 2005).

Apesar da grande maioria de casos de CCR serem esporadicos e nao
familiares, a suscetibilidade hereditaria resulta num dramatico aumento do risco
de desenvolver CCR. As sindromes genéticas sao uma heranga autossémica

dominante e estao associadas com um elevado risco de desenvolver CCR.

1.3. Apresentacdo clinica, Rastreio e Vigilancia

1.3.1. Sinais e Sintomas

O quadro clinico de CCR mais comum ¢ a instalagao insidiosa de sinais e
sintomas crénicos (77-92%), seguida por obstrugio intestinal (6-16%) e
perfuragcido com peritonite localizada ou generalizada (2-7%) (Aldridge et al,,

1986; Runkel et al., 1991; Mandava et al., 1996).

A hemorragia é o sinal mais comum. Essa hemorragia pode estar oculta e

associada a anemia hipocrémica e microcitica por défice de ferro, ou entdo
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visivel nas fezes sob a forma de retorragia, hematoquezia ou melena, de acordo

com a localizagao do cancro.

A alteragido do transito intestinal é o segundo sinal mais frequente e
caracteriza-se por obstipagio e/ou diarreia (Beart et al.,, 1983). A obstipagao

intestinal esta mais vezes associada a lesdes do coélon esquerdo.

Dor abdominal é também uma apresentagio tao comum como as alteracdes
nos habitos intestinais (Beart et al.,, 1995). Les6es obstrutivas no colon esquerdo
podem causar dores abdominais tipo célica, associadas por vezes a nauseas e
vomitos. Os tumores do colon direito podem causar dores dificeis de localizar.
As lesoes do reto podem estar presentes com tenesmo. A dor pélvica esta
geralmente associada com tumores avangados. Sinais e sintomas menos comuns
incluem perda de massa, mal-estar, febre, massa abdominal e sinais envolvendo o
trato urinario (p.e. pneumatdria e fecaltria) (Belinkie et al., 1983; Silver, 1984;

Boleij et al., 2009).

1.3.2. Rastreio e Vigildancia

O rastreio do cancro refere-se a testar uma populagdo de individuos
aparentemente assintomaticos e determinar o risco de desenvolver cancro
colorretal. Vigilancia refere-se a monitorizagao continua de individuos que tém
um risco elevado de desenvolvimento da patologia. Para o cancro colorretal, a
vigilincia é reservada a doentes com doenca inflamatoria intestinal, sindromes
familiares de cancro e aqueles com histéorico de CCR ou de adenomas
colorretais. Varias modalidades de rastreio e vigilancia estio disponiveis para
detetar cancros colorretais e pélipos adenomatosos (Lieberman, 2009), como o
teste de pesquisa de sangue oculto nas fezes (cujas vantagens incluem a
disponibilidade, conveniéncia e baixo custo e as desvantagens incluem a baixa
sensibilidade, especificidade e incapacidade de detetar adenomas) (Hol et al,,
2010); retossigmoidoscopias flexiveis (Kewenter et al., 1995), colonoscopias (Rex
et al., 1991); clister com duplo contraste (Kewenter et al., 1995) e colonoscopia

virtual (Pickhardt et al., 2003).
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I.4. Tipos de Carcinomas colorretais e Localizagdo

As distintas caracteristicas epidemiologicas e clinico-patolégicas dos
carcinomas colorretais baseadas na sua localizagdao anatomica sugerem diferentes
fatores de risco e vias de transformacao associadas a carcinogénese do célon
distal e proximal. Estas diferengcas podem refletir caracteristicas biologicas
distintas da mucosa do célon distal ou proximal, adquiridas no desenvolvimento
embrionario ou poés-natal, que determinam uma resposta diferencial a fatores
ambientais distribuidos uniformemente (Beart et al., 1983; Milne, 1994; Pocard et
al., 1995; Distler and Holt, 1997; lacopetta, 2002; Gervaz et al., 2004; Meguid et
al., 2008).

Alternativamente as diferencas na epidemiologia dos carcinomas de coélon
proximal e distal podem resultar da presenca de fatores pro-carcinogénicos no
colon ascendente e no célon descendente, atuando em células com
caracteristicas biologicas semelhantes ou distintas (Milne, 1994; Pocard et al.,
1995; Distler and Holt, 1997; lacopetta, 2002; Gervaz et al., 2004; Meguid et al.,
2008).

Os carcinomas colorretais do lado direito (proximal) constituem até 30%
de todos os CCR; ja os cancros do colon transverso sao relativamente incomuns,
constituindo apenas 10% de tumores primarios de célon. Lesdoes da flexura
esplénica e do colon descendente sio também menos comuns (cerca de 15% de
todos os CCR). Os tumores do célon sigmoide (distal) sio comuns, e

representam até 25% de todos os tipos de cancros de cdlon (Milne, 1994) [figura 3].
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Figura 3: Anatomia do intestino grosso (Gilroy et al., 2012).

1.5. Estadiamento

Os sistemas de estadiamento s3ao importantes para prever a evolugio da
patologia e para selecionar os doentes para as diversas opgoes terapéuticas. Para
um tumor ser considerado como cancro invasivo e em estadio avancado, tem que
atravessar a muscularis mucosa. O tumor localizado acima da muscularis mucosa
tem um menor potencial de metastizagdo devido a escassez de vasos linfaticos e
sio consideradas carcinomas in situ. Em 1932, Dukes propos uma classificacao
baseada no grau de extensiao direto juntamente com a presenca ou auséncia de
metastases linfaticas regionais para o estadiamento do cancro retal. O sistema de
classificacao TNM foi proposto pela Comissio sobre Cancro do Colégio

Americano de Cirurgidoes para incorporar descobertas por laparotomia [tabela 2].

O grau histologico, o tipo celular, a invasao linfatica, venosa ou perineural,
a ploidia tumoral, a expressio do antigénio carcinoembrionario (CEA - do inglés,
Carcinoembryonic antigen) e a presenca de perfuragcao do intestino, permitem uma
melhor subclassificacio dos tumores e, consequentemente, melhor prognéstico.
O American Joint Committee on Cancer (AJCC) estabeleceu duas classes de
classificagao, o baixo grau (bem e moderadamente diferenciado) e alto grau
(pouco diferenciado ou indiferenciado) (Compton et al.,, 2000). A avaliagao da

ploidia dos cromossomas mede a quantidade de DNA nas células. A diploidia esta
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correlacionada com bom prognéstico, ao contrario da aneuploidia que esta
relacionada com um mau prognostico. A perfuracio do intestino e niveis pré-
operatoérios elevados de CEA estiao associados a piores prognésticos (Rognum et

al., 1982; Schutte et al., 1985; Chen et al., 2005).

Tabela 2: Estadiamento TNM e de Dukes para o Cancro colorretal.

Estagi Tumor Primario Ganglios Linfaticos Metastases a distancia
stagio L
(T) Regionais (N) M)
0 Tis NO MO
I TI, T2 NO MO
1A T3 NO MO
1B T4a NO MO
Ic T4b NO MO
A TI-T2 NI/Nlc MO
Tl N2a MO
B T3-T4a NI/Nlc MO
T2-T3 N2a MO
TI-T2 N2b MO
|[@ T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b NI1-N2 MO
IVA Qualquer T Qualquer N Mla
IVB Qualquer T Qualquer N MIb
Classificagao (Modificada) Dukes
Ganglios Linfaticos
Dukes Tumor Regionais Doenga Distante
A Tis, TI, T2, T3 NO MO
B T4 NO MO
Cl TI, T2, T3 Qualquer N (exceto NO) MO
C2 T4 Qualquer N (exceto NO) MO
D Qualquer T Qualquer N MI
Tumor primario (T): TX O tumor primario ndo pode ser avaliado; TO Nao ha evidéncia de tumor
primario; Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasido da lamina proépria; T1 Tumor invade submucosa;
T2 Tumor invade muscularis mucosa; T3 Tumor invade através da muscularis mucosa tecidos
pericolorretais; T4a Tumor penetra na superficie do peritoneu visceral; T4b Tumor invade diretamente
ou é aderente a outros 6rgios ou estruturas.
Ganglios linfaticos regionais (N): NX Ganglios linfaticos regionais ndao podem ser avaliados; NO
Auséncia de metastases em ganglios linfaticos regionais; NI Metastases em [-3 ganglios linfaticos
regionais; Nla Metastase num ganglio linfatico regional; NIb Metastases em 2-3 ganglios linfaticos
regionais; N lc Tumor deposita-se na subserosa, mesentério, ou tecidos pericélicos ou peri-retais, nao
envolvidos pelo peritoneu, sem metastases ganglionares; N2 Metastases em 4 ou mais ganglios linfaticos
regionais; N2a metastases em 4-6 ginglios linfaticos regionais; N2b Metastases em 7 ou mais ganglios
linfaticos regionais.
Metastases a distancia (M): M0 Sem metastases a distincia; MIMetastases a distancia; Mla
Metastases confinadas a um érgio ou local (p.e., figado, pulmio, ovario, ndo regional); MIb Metastases
em mais de um orgao/local ou do peritoneu.

A descoberta da mutagao KRAS como fator preditivo de resisténcia aos
anticorpos monoclonais do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR —
do inglés, Epidermal growth factor receptor) trouxe uma mudanga importante no
tratamento do cancro colorretal metastatico. Os farmacos que inibem alteracoes

oncogénicas, tais como fosfo-MAP2K (também chamado MEK - do inglés, Mitogen-
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activated protein kinase), fosfo-AKT, e mutante BRAF (do inglés — v-Raf murine sarcoma
viral oncogene homolog Bl) parecem promissores como tratamento Unico ou quando
administrado com inibidores do EGFR. No entanto, a nossa compreensio do
papel exato que estes potenciais alvos de fairmacos tém nos cancros colorretais
assim como a influéncia que os tumores podem ter sobre esses componentes,
nao progrediu ao mesmo ritmo. Como resultado, a selecio dos doentes e
predicio dos efeitos do tratamento continuam a ser problematicas (Heinemann

et al., 2009; Deschoolmeester et al., 2010; De Roock et al., 201 1).

I.6. Tratamento cirirgico e tratamentos (neo) adjuvantes de CCR

A maioria dos polipos que aparecem ao longo do célon pode ser removida
por via endoscépica através de polipectomias. Esta técnica é relativamente
segura, com uma incidéncia de perfuragcao baixa (0,3% a 1%) e uma incidéncia
baixa de hemorragia (0,7% a 2,5%). Varias intervengdes cirlrgicas sio usadas para
tratar lesdes neoplasicas do colon e do reto, como por exemplo a colectomia
total, a hemicolectomia, a resseg¢iao anterior do reto, a amputag¢ao abdominope-

rineal ou a proctocolectomia total (Church et al., 2003).

A ressegao cirurgica quer no cancro do célon quer no cancro do reto
continua a ser a Unica opgao com intuitos curativos. Apesar disso e,
contrariamente ao cancro do célon, apds a ressegdo cirurgica no cancro do reto
ha um risco nao negligenciavel de recidiva local. Desse modo tende-se a adicionar
como abordagem terapéutica para o cancro retal a radioquimioterapia

neoadjuvante, de modo a reduzir esse risco (1997; Sauer et al., 2004).

As abordagens pos-cirurgicas de tratamento para o cancro colorretal
envolvem principalmente regimes baseados no 5-fluorouracilo (5-FU), usado na
quimioterapia do CCR desde os anos 60. Um metabolito do 5-FU, o monofosfato
de fluorodeoxiuridina (FAUMP - do inglés, Fluorodeoxyuridine monophosphate), tem
como funcao inibir a enzima timidilato sintetase e, assim, interferir com a sintese
de DNA (Pinedo and Peters, 1988; Gusella et al., 2009). Varios ensaios
prospetivos demonstraram o beneficio clinico da terapéutica adjuvante com 5-FU
em combinagao com o leucovorin (LV) (acido folico) ou o levamisole (um agente
anti-helmintico) (Wolmark et al.,, 1993; Francini et al.,, 1994; 1995, 20I1;
O’Connell et al., 1997).
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Outros regimes de tratamento para o carcinoma colorretal sio baseados na
oxaliplatina. Este composto de terceira geragao com platina faz ligagbes cruzadas
do DNA e induz a apoptose, sendo diferente de outros compostos com platina
como a cisplatina e a carboplatina. Os modelos pré-clinicos mostraram grande
atividade em linhas celulares de CCR resistentes a cisplatina e sinergismo quando
combinado com 5-FU (André et al, 2004). Apesar de provocar pouca
nefrotoxicidade, ototoxicidade e alopécia, a oxaliplatina partilha efeitos
supressivos na medula d6ssea e tem a sua neuropatia sensorial propria que ¢
tipicamente reversivel, cumulativa, e exacerbada pela exposi¢ao ao frio (de

Gramont et al., 2000; André et al., 2004).

Outra linha de tratamento s3o regimes baseados no irinotecano, um derivado
da camptotecina que inibe a topoisomerase | estabilizando as quebras do DNA
que surgem no desenrolar do DNA para a transcrigcao e replicagdo (McLeod and
Woatters, 2004). Dois ensaios clinicos randomizados mostraram melhorias em
pacientes que receberam irinotecano juntamente com 5-FU/LV, comparado com
5-FU/LV sozinho, como terapia de primeira linha em doengca metastatica

(Douillard et al., 2000; Saltz et al., 2000).

As mais recentes terapias aprovadas para o CCR sao direcionadas ao
carcinoma metastatico com “alvos” especificos, com agentes “bioldgicos” em
contraste com os farmacos citotoxicos estandardizados. Os dois agentes ja
aprovados siao os anticorpos monoclonais, o bevacizumab (anti-VEGF — do inglés,

Vascular endothelial growth factor) e o cetuximab (anti-EGFR) (Tol et al., 2009).

A necessidade de desenvolver estes agentes partiu da falta de efetividade por
parte dos farmacos usados no CCR metastatico. Quando o 5-FU era o unico
agente ativo a ser usado, a sobrevida global era de Il a |2 meses. Atualmente a
sobrevida média dobrou, com pacientes a viverem mais de 2 anos. Este aumento
deveu-se principalmente a disponibilidade de novos agentes ativos. Existem 5
categorias diferentes de farmacos com atividade significativa antitumoral,
incluindo fluoropirimidinas, irinotecano, oxaliplatina, cetuximab e bevacizumab.
Para a maioria dos pacientes o tratamento sera paliativo e nao curativo, sendo os
objetivos de tratamento prolongar a sobrevida global e manter a qualidade de
vida durante o maximo tempo possivel. Para a grande maioria dos pacientes com
CCR metastatico nao curavel a primeira linha de terapia paliativa sao

combinagoes duplas concebidas de forma racional, como o FOLFOX (acido félico,

25



Modelos Ortotopicos de Adenocarcinoma Colorretal

5-FU, oxaliplatina) (de Gramont et al.,, 2000; Goldberg et al.,, 2004) ou FOLFIRI
(acido folico, 5-FU, irinotecano) (Saltz et al., 2000; Tournigand et al., 2004).

O bevacizumab é um anticorpo monoclonal recombinante humanizado
direcionado contra o VEGF (do inglés — vascular endothelial growth factor). Pela
ligacao ao ligando e impedindo a sinalizacao do recetor do VEGF, o bevacizumab
parece interferir com o recrutamento e crescimento de vasos sanguineos de
“alimentagdo” do tumor. Ensaios de fase Il demonstraram melhorias quer no que
toca a sobrevida livre de doenga quer a sobrevida global depois da adigao do
bevacizumab a regimes baseados no 5-FU combinados quer com oxaliplatina ou
irinotecano no contexto metastatico (Hurwitz et al.,, 2004; Giantonio et al.,
2007). Os efeitos secundarios nestes ensaios, que se pensou serem devidos a
adicdo do bevacizumab, incluem hipertensao arterial reversivel e proteindria,
assim como efeitos graves e raros, como perfuragiao gastrointestinal, deiscéncia
de ferida, hemorragias e coagulacao(Hurwitz et al., 2004; Giantonio et al., 2007)
Desde 2004 que a maioria dos doentes com CCR metastatico recebem
bevacizumab como componente de terapia de primeira linha independentemente

do regime especifico escolhido de quimioterapia.

O cetuximab, por sua vez, € um anticorpo monoclonal direcionado contra o
EGFR, recetor que esta envolvido em multiplas vias de sinalizagao celulares. Este
agente recebeu aprovagcio de uso para o tratamento de doenca metastatica
resistente ao irinotecano desde 2004. Efeitos secundarios do cetuximab incluem
uma erupgao acneiforme sobre a face, peito e costas na maioria dos doentes
(Cunningham et al., 2004). O ensaio CRYSTAL, ensaio retrospetivo que estudou
o beneficio do cetuximab quando adicionado a terapias de primeira ou segunda
linha contendo irinotecano em 1198 doentes nio tratados aos quais foram
tratados com FOLFIRI com e sem cetuximab (Cutsem et al., 2007), investigou o
papel da mutagao KRAS na sobrevida livre de doenga e na taxa de resposta ao
tratamento. Este estudo demonstrou que na populagio com KRAS wild-type, a
sobrevida de um ano livre de progressao para aqueles que receberam FOLFIRI e
cetuximab foi de 43% contra os 25% para aqueles que receberam s6 FOLFIRI e
que o risco de progressao reduziu em 32% no tratamento com a combinagao
(Lievre et al., 2008). Ja na populagio com mutagcao KRAS nao foram encontradas
diferengas na sobrevida livre de progressio em nenhuns dos bracos do
tratamento, o que leva a esperar que com os novos avan¢os moleculares seja

possivel identificar para quais pacientes o cetuximab possa trazer mais beneficios.
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Muitos avangos tém sido feitos nas ultimas décadas para o tratamento e
gestao do cancro colorretal. S6 na ultima década, e com o desenvolvimento de
novos agentes “biolégicos”, um grande salto foi dado com o objetivo de melhorar
o progndstico e tratamento desta patologia, bem como do cancro em geral.
Contudo, muito trabalho esta ainda pela frente ja que nesta necessidade de se
alcangar melhores agentes “biologicos”, também é necessario alcangar melhores
modelos que validem esses agentes. A realidade é que a taxa de insucesso dos
ensaios randomizados e controlados de fase |l duplamente cegos é maior em
oncologia do que em qualquer outra area terapéutica (Kola and Landis, 2004), e
isso € em grande parte devido as inumeras dificuldades de prever os mesmos
resultados e comportamentos que os tumores tém in vitro, in vivo e nos doentes

(Johnson et al., 2001; Peterson and Houghton, 2004).
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2. Modelos Animais em Cancro

Os modelos animais tém sido um meio muito importante no estudo dos
mecanismos moleculares do cancro e no desenvolvimento de novos agentes
antitumorais. Contudo dadas as limitacoes dos modelos animais conhecidos
existe uma vasta area de investigacao a realizar para melhorar a modelagao do

cancro.

2.1. O Modelo Ideal de Cancro

A utilidade dos modelos in vivo em oncologia depende de quao préximo estes
replicam a doen¢a humana, na sua forma e fun¢ao (Van Dyke and Jacks, 2002). O
modelo animal ideal devera mostrar caracteristicas histopatolégicas semelhantes
as do tumor humano, progredir através dos mesmos estagios e causar os mesmos
efeitos sistémicos e fisiologicos e envolver os mesmos genes e vias de sinalizacao
na sua génese e progressio. Mais ainda, a resposta tumoral num modelo pré-
clinico devera estreitamente refletir a resposta do tumor humano a um
tratamento e prever a eficicia terapéutica em ensaios clinicos humanos

(Céspedes et al., 2006).

Quanto mais nos aproximarmos deste modelo ideal, mais facil sera
compreender as alteragcées que levam a tumorigénese, em relagdo as proteinas
envolvidas na reparaciao do DNA, ciclo celular, apoptose, metastizagdo, entre
outros. Além disso, a sua disponibilidade permitira a validagao de novos “alvos”,
a descoberta de novos agentes preventivos e antitumorais (Grever et al,, 1992; Van
Dyke and Jacks, 2002), bem como o estudo in vivo dos mecanismos de agao e da

resisténcia aos farmacos antitumorais.

Hoje, o ratinho e o rato continuam a ser os modelos mais usados para a
analise do processo tumorigénico devido ao nosso conhecimento gendmico e
bioquimico destas espécies, o seu uso extenso e facil manipulagao (Céspedes et

al., 2006; M. Treuting and M. Dintzis, 201 1).

A metastizagido é um fator critico quando falamos em modelagiao do cancro, ja

que a maioria dos tumores humanos se apresentam com metdastases na altura do
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diagnostico, quer clinicamente evidentes quer micrometastases, que
comprometem oOrgaos vitais, e que determinam o percurso da doenga e levam a
morte a maioria dos doentes (Hughes, 2005). O processo de metastizagdo é
compreendido como sendo uma sucessio de passos pelos quais células tumorais
ultrapassam as restrigoes impostas pelo ambiente do 6rgao onde se iniciaram e
se disseminam através de algumas etapas, incluindo neovascularizagao, invasao e
colonizacao (Ruoslahti, 1999; Leber and Efferth, 2009). Na progressio
metastatica, a relagdo entre a célula tumoral e o ambiente hospedeiro é
importante e pode definir quais os orgiaos especificos que participam no processo
de metastizacao (Kurschat and Mauch, 2006; Bos et al.,, 2010; Hanahan and
Weinberg, 2011; Swartz et al, 2012). A progressio tumoral era até
recentemente aceite como uma sucessao de expansdes clonais de células
variantes raras, capazes de ultrapassar as barreiras ja descritas, pela aquisicao de
muta¢oes genéticas adicionais (Nowell, 1976). Contudo esta teoria foi desafiada
pela proposta que a tendéncia a metastizar é fortemente determinada por
muta¢oes adquiridas cedo durante a tumorigénese (Bernards and Weinberg,
2002; Hanahan and Weinberg, 2011). Tal deveu-se a identificacio de diversos
perfis de expressiao génica de tumores primarios, semelhantes aos das metastases
derivadas desses mesmos tumores, sugerindo que as mesmas alteragoes dos
oncogenes e/ou genes supressores tumorais que induzem o tumor, podem
determinar a progressao metastatica (Ramaswamy et al., 2003). Além disso, para
além das mutagcbes somaticas, o background genético com polimorfismos
genéticos constitucionais e loci modificadores podem ter um impacto significativo

na capacidade metastatica (Hunter, 2006).

Apesar da relevancia clinica das metdstases, a maioria dos modelos de cancro
em murinos raramente as desenvolvem. Isto sublinha a necessidade de
desenvolver novos modelos animais, mais proximos da situagao clinica, que
facilitem a compreensao do processo metastatico, ao nivel funcional e molecular
e repliquem os padroes de disseminagao para orgaos especificos, para cada tipo
de tumor. Este objetivo so6 sera cumprido se formos capazes de mimetizar as
interagoes relevantes entre o estroma e as células tumorais, para que seja

possivel completar o processo metastatico (Khanna and Hunter, 2005).
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2.2. Modelos Animais como modelos pré-clinicos.

O processo de descoberta no desenvolvimento de terapéuticas em oncologia
pode comecgar por triagem empirica ou design racional de novos farmacos. Em
ambos os casos, as etapas necessarias no desenvolvimento de um farmaco que se
segue a identificacdo de uma descoberta, necessita de um modelo animal
apropriado. Para além da simples previsao da toxicidade limitante da dose,
metabolismo do farmaco ou distribuicio nos tecidos e compartimentos, os
modelos animais estdo cada vez mais a ser usados para guiarem no
escalonamento das doses em ensaios da fase | e poderem proporcionar o
microambiente tumoral que mimetize a situacao clinica (Eccles et al.,, 1994;

Johnson et al., 2001; Bibby, 2004; Peterson and Houghton, 2004).

A investigagdo basica em oncobiologia proporciona novos alvos para o
desenvolvimento de novos farmacos e trouxe velhos alvos de volta aos holofotes,
levando a novas e inovadoras abordagens para a prevengiao e tratamento do
cancro (Hanahan and Weinberg, 2011; DeVita and Rosenberg, 2012). Agentes
com potencial para interferir com a cascata de metastizagao, interromper os
ciclos de crescimento autocrinos e paracrinos, diferenciagao tumoral ou capazes
de reverter a resisténcia a farmacos siao agora os mais estudados em ensaios
clinicos. Modelos animais apropriados e evoluidos sio necessarios para ajudarem
a descoberta de farmacos anticancro de ultima geragio (Francia and Kerbel,

2010).

O aumento sustentado de novas terapias em oncologia ao longo dos ultimos
anos traduziu-se em melhorias progressivas nos desfechos em tipos de tumores
especificos. Contudo, cerca de metade dos doentes oncoldgicos continuam sem
responder aos esquemas terapéuticos correntes ou apresentam recidivas depois
de uma resposta inicial e, por fim, morrem devido ao processo metastatico
(Hughes, 2005). Consequentemente, a descoberta de novos agentes antitumorais
mantem-se critica se quisermos beneficiar os doentes com cancros refratarios,
ou seja, cancros que nao respondem ou que tém escassas probabilidades de
resposta aos tratamentos (Grever et al.,, 1992). Além disso, o tratamento de
muitos doentes oncoldgicos requer a ressegio do tumor primario, seguido de
quimioterapia e/ou radioterapia adjuvantes para controlar a doencga sistémica.
Dependendo do seu estadio e localizagao, muitos tumores sélidos sao tratados

com quimioterapia neoadjuvante para melhorar a sua ressecabilidade, expondo
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quer o tumor primario quer as metastases ao tratamento (DeVita and Chuy,
2008). E um facto que a maioria das terapias experimentais é primariamente
avaliada em pacientes com metastases, e como oOs tumores primarios e as
metastases respondem de forma diferente ao tratamento, um modelo de cancro
util devera apresentar metastases de acordo com a localizagao do tumor primario

(Slack and Bross, 1975; Fidler, 1991).

O impacto que os modelos animais tiveram na compreensiao da oncogénese,
nio se traduziu no tratamento, ja que os modelos mais usados carecem de
previsibilidade (Kamb, 2005). Tradicionalmente, a avaliagao in vivo da atividade
antitumoral tem sido feita com a implantagcao subcutinea de tumores humanos
em ratinhos atimicos. Apesar de esta situagao ter vindo a mudar, este continua a
ser o modelo mais usado na avaliagio pré-clinica de potenciais farmacos,
continuando a ser aceite pela FDA (do inglés — Food and Drug Administration) e
EMA (do inglés — European Medicines Agency). Contudo, a sua utilidade tem vindo
continuamente a ser questionada, devido principalmente a falta de correlagio
com a resposta clinica (Staquet et al.,, 1983). A sua falta de previsibilidade pode
ser devida, ndo s6 a implantagiao heterotépica mas também devido a incapacidade
de induzir depédsitos metastaticos, que expressam uma resposta diferencial a

terapia (Gura, 1997).

As limitagoes dos modelos atuais de cancro continuam a incentivar a procura
intensa para novas abordagens para a sua “humanizacao”. Eles incluem, entre
outros, os GEMM (do inglés — Genetically Engineered Mouse Models, onde
incluimos os modelos geneticamente modificados e os transgénicos), os ensaios
experimentais de metastizacao, os modelos de xenotransplantes e os modelos
singénicos (Céspedes et al.,, 2006; Francia and Kerbel, 2010) [figura 4]. Cada
abordagem tem alcangado diferentes niveis de sucesso, dependendo do tipo de
tumor e estadio modelado, bem como muitas limitagSes (Céspedes et al., 2006)

[tabela 3].
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Xenotransplante Xenotransplante

Singénico Subcutineo Ortotdpico GEMM
- Transplantado - Transplantado - Transplantado - Espontaneo
- Imunocompetente - Imunodeficiente - Imunodeficiente - Imunocompetente
‘/‘ ‘ Z [—>APC
e ‘ 1638

Metastases
Tumor Primario

Nao Metastatico

Metastatico

Nao Metastatico

Metastatico

Figura 4: Tipos de modelos murinos usados no teste de novas terapias de cancro (adaptado)(Francia
and Kerbel, 2010). Tumores experimentais podem ser induzidos por transplantagdo singénica de células tumorais
ou tumores humanos, transplantagio subcutanea de células tumorais, Transplantagio de células tumorais no mesmo
local (ortotépico) a partir do qual a célula de cancro é originaria e modelos geneticamente modificados, portadores
de oncogenes e/ou genes supressores tumorais mutados levando a uma elevada incidéncia de cancros espontineos
(no exemplo, tumor primario colorretal).

Tabela 3: Vantagens e Limitacoes dos diferentes modelos murinos de cancro (adaptado)(Céspedes et

al., 2006).

Modelo

Vantagens

Desvantagens

Geneticamente modificado

Transgénico

Ensaio experimental de
metastizagao

Singénico

Xenotransplantes
subcutaneos

Xenotransplantes
ortotopicos

- Evento genético conhecido;

- Tumores com aparecimento in situ, no contexto
de células de estroma normais;

- Gene alterado expresso em niveis fisiologicos;

- Tumor e células do estroma sdo da mesma
espécie;

- Sistema imunitario intacto;

- Reproduz estadios precoces da oncogénese;

- Util em estudo de quimioprevencio.

- Evento genético conhecido;
- Tumor e células do estroma da mesma espécie;
- Sistema imunitario intacto.

- Tumor e células do estroma da mesma espécie;
- Passivel de estudar a colonizagio metastatica;

- Sistema imunitario intacto;

- Rapido e facil de usar.

- Tumor e células do estroma da mesma espécie;
- Sistema imunitario intacto;
- Rapido e facil de usar.

- Uso de células tumorais humanas;
- Rapido e facil de usar.

- Uso de células tumorais humanas:
-Replica a histologia dos tumores humanos;
- Metastatico: replica a invasdo local, e
disseminagao linfatica e hematogénica;

- Permite manipulagio genética ex vivo.

- Replica apenas parcialmente a histologia e
fisiologia dos tumores em humanos;

- Mutagoes secundarias diferentes dos tumores
humanos;

- Raramente metastatico;

- Ainda desconhecido se preveem resposta a
agentes antitumorais.

- Expressio do transgene em todas as células
alvo, contrariamente em humanos;
- Transgenes expressos em niveis elevados.

- Impossibilidade de estudar invasio local e
disseminagao linfatica;
- Uso limitado na avaliagao de farmacos.

- A utilizagdo de animais endogdmicos impede
o estudo de modificadores genéticos;
- Baixa produgao de metastases.

- Incapazes de montar uma resposta imunitaria;
- A implantagao heterotopica do tumor nao é
fisiologica;

- Tumor e células do estroma sio de espécies
diferentes;

- Nao metastatico;

- Dificil previsao da resposta a agentes
antitumorais.

- Incapazes de montar uma resposta imunitaria;
- Tumor e células do estroma sio de espécies
diferentes;

- Incapazes de reproduzir oncogénese precoce;
- Menor rendimento que os subcutaneos.

- Poucos dados que confirmem a resposta a
agentes antitumorais.
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2.2.1. Genetically Engineered Mouse Models (GEMM) no estudo da

Oncogénese

A tecnologia de alvos génicos oferece a possibilidade do controlo de ganho de
fungcoes ou inativacao de mutagoes. Animais geneticamente modificados permitem
o estabelecimento causal na tumorigénese (Clarke, 2000; Van Dyke and Jacks,
2002; Hanahan and Weinberg, 2011) e a identificagdo de vias sinergéticas
(Alexander, 2000; Berns, 200l; Johnstone et al, 2002). Tal, facilita a
compreensiao dos oncogenes, genes supressores tumorais ou modificagoes
genéticas funcionais in vivo, e de como se relacionam com as caracteristicas do
cancro: desregulagcao da proliferagao, apoptose, comunicagao intercelular, adesao
ou invasao e motilidade celular (Jacks, 1996; Balmain, 2002; Hanahan and
Weinberg, 2011). Estes modelos tém a vantagem de sabermos a priori o evento
genético de iniciagdao, e o seu efeito é estudado no contexto de um sistema

imunitario intacto.

Contudo, usando os métodos estandardizados, a inativagdo génica esta
presente em todas as células do organismo (do inglés, knockouts — KO classicos) e
os transgenes podem estar sobrexpressos em mais do que um tipo celular
(transgénicos classicos) (Adams and Cory, 1991); porém, estes modelos nao
reproduzem os estadios iniciais da tumorigénese em humanos. Além disso, esta
alteragdo precoce pode ser letal na fase embrionaria, impedindo a analise da
oncogénese (Clarke, 2000). Logo, os transgénicos classicos nao podem replicar
uma janela temporal especifica nem o subtipo de células alvo nas quais mutagoes
podem ser induzidas ambientalmente em tumores humanos, ja que a mutagio ira
afetar todo o animal e nao um subtipo celular especifico, num ambiente

especifico.

Além disso, na maioria dos casos, os ratinhos KO classicos geraram um
espectro tumoral diferente daquele observado em tumores humanos que
apresentem as mesmas mutagées (McClatchey, 1999; Hakem and Mak, 2001;
Herzig and Christofori, 2002; Jonkers and Berns, 2002; Tuveson and Jacks, 2002;
Van Dyke and Jacks, 2002; Rangarajan and Weinberg, 2003). Um exemplo disso
acontece com ratinhos KO dos genes BRCA| (do inglés — Breast Cancer type | gene)
ou BRCA2 (do inglés — Breast Cancer type 2 gene) que nao evidenciam nenhuma
suscetibilidade tumoral; contudo, em humanos estes genes estio fortemente
relacionados com carcinomas de mama e ovario. Por outro lado, as diferengas na

transformacao entre células de rato e humanas si3o consistentes com a
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descoberta que os tumores resultantes de GEMMs raramente replicam o padrao
de mutagSes secundarias observadas em tumores humanos (p.e. KO para o APC,
RB (Retinoblastoma) ou BRCAI, e transgénicos para o RAS ou MYC — do inglés,

Mpyelocytomatosis viral oncogene homolog) (Jacks, 1996).

A identificacdo de elementos do promotor, especificos do tipo celular cujo
alvo siao transgenes, bem como o desenvolvimento de tecnologia de
recombinagiao para sequéncias especificas (Gu et al.,, 1994) e de controlo de
expressao génica (Lewandoski, 2001; Jonkers and Berns, 2002) permitiu superar
as limitagoes dos classicos transgénicos ou modelos KO. Desse modo consegue-se
a ativagao condicional — do inglés, knockin (KI) ou ganho de fungao, ou inativagao
— knockout (KO) ou perda de fungio — da expressio do gene de uma maneira
dependente do tempo ou do tipo celular. Tal aproxima estes modelos ao inicio
da carcinogénese em seres humanos (Van Dyke and Jacks, 2002), uma vez que os
tumores surgem in situ, com o gene alterado expresso em niveis fisiolégicos ou
inativado, apenas nas células alvo, e para um intervalo de tempo determinado.
Estes GEMMs mais avancados reproduzem melhor os tumores observados em
seres humanos pela mesma modificagio, contudo alguns deles ainda nao
reproduzem o tipo de tumor humano (p.e. RB, BRCAI). Além disso, modelos que
reproduzem o tipo de tumor humano correspondente variam de agressividade
e/ou induzem tumores adicionais nao observados na clinica (Céspedes et al,,

2006).

Para a maioria dos tipos de tumor, é consensual que os GEMM podem
modelar a doen¢a humana nos estadios precoces da tumorigénese e podem ser
usados no desenvolvimento de interven¢cdes terapéuticas precoces (terapias
preventivas). Contudo, estes modelos tém trazido escassas evidéncias e novos
conhecimentos dos estadios avangados de cancro, principalmente por nao haver
nenhum GEMM que recapitule a frequéncia elevada de metastases observada em
tumores humanos soélidos. Assim e apesar de estes tumores aparecerem no
contexto normal, os GEMM (Khanna and Hunter, 2005) nao replicam o local
nativo metastatico, evidenciam penetrancia significativamente baixa para a
disseminagdo de acordo com a incidéncia tumoral, sio necessarios meses para
que surjam metastases e metastizam de forma mais variavel e menos reprodutivel

(Céspedes et al., 2006; Francia and Kerbel, 2010).

Apesar de se continuar a melhorar estes modelos de forma a solucionar

alguns destes problemas, como acelerar o processo de tumorigénese através do
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aumento do nivel mutacional nas células alvo (p.e. reduzindo a atividade da
telomerase e dos telomeros) (Van Dyke and Jacks, 2002), tais abordagens
aceleram a iniciagio tumoral, mas inibem a progressio tumoral (Rudolph et al,

2001).

2.2.2. Ensaios experimentais de metastizacdo

Os ensaios experimentais de metastizacdo colocam as células oncoldgicas na
circulagdo sistémica, de forma singénica ou em animais imunodeprimidos para,
subsequentemente, analisar a sua capacidade de colonizar 6rgaos distantes, apos
a injegao na veia lateral da cauda, de forma a tentar colonizar o pulmao, na veia
porta ou esplénica de forma a colonizar o figado, na almofada da pata para de
forma espontdnea invadir e entrar na corrente sanguinea e, no coragio, de forma

a tentar colonizar todos os 6rgaos do corpo.

Apesar de todos estes procedimentos mostrarem uma evolugiao temporal
rapida, a sua maior desvantagem é que apenas podem estudar a fase de
colonizagcao metastatica, estadios precoces no processo — como invasao local no
foco primario — e a obtengao de acesso aos vasos linfaticos e sanguineos ¢
contornada. Por essa razao, o seu uso no desenvolvimento pré-clinico de novos

farmacos é limitado.

2.2.3. Modelos singénicos

Ja os modelos murinos singénicos transplantados consistem na transplantacao
de tumores em animais endogiamicos (que tém o mesmo background genético
como os animais onde o tumor inicial se desenvolveu). Por essa mesma razio
apresentam a grande desvantagem de quer o tumor transplantado quer o estroma
do hospedeiro serem da mesma espécie. Estes sistemas apresentam falta da
complexidade genética que apresentam os tumores humanos, além de que, a sua

taxa de metastizagao é geralmente baixa (Céspedes et al., 2006).
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2.2.4. Modelos tumorais de xenotransplante

Uma forma de humanizar os modelos animais de cancro faz-se recorrendo a
murinos imunodeprimidos (nude ou NOD-SCID), como hospedeiros para a

xenotransplantagao de tumores humanos.

Antes da disponibilidade de animais atimicos ou nude, os tumores humanos
eram Xxenotransplantados em ratos imunossuprimidos por radiagao, timectomia
ou esteroides (Davies et al., 1966). O primeiro ratinho nude surgiu
espontaneamente numa coldnia fechada (mas nao consanguinea) de ratinhos
albinos, num laboratério no Hospital Ruchill, em Glasgow (Escocia), e foi
descrito por Issacson e Cattanach como “sem pelo”. O primeiro xenotransplante
em ratos nude foi feito por Rygaard e Povlsen em 1969 usando adenocarcinoma

do célon humano (Rygaard and Povisen, 1969).

Flanagen inicialmente descreveu a importante componente genética da
imunodeficiéncia neste modelo. Ele descobriu que o gene mutado (nu, de nude)
estava presente no cromossoma || como um gene autossémico recessivo. Este é
responsavel pela auséncia de pelo, em adicao a outras anormalidades incluindo
crescimento retardado, baixa fertilidade, e expectativa de vida curta (100% de
mortalidade dentro de 25 semanas apés nascimento e 45% de mortalidade ao fim
de 2 semanas apds nascimento). Foi s6 em 1968 que Pantelouris reparou que
alguns destes animais nao tinham timo. Estes ratinhos tinham uma mutacao
homozigética nu/nu, enquanto os fenotipicamente normais [/l e os
heterozigéticos nu/l tinham timo (Pantelouris, 1968). Imunologicamente, os
ratinhos nu/nu atimicos tém um nUmero reduzido de células T que siao residuais

apoOs a passagem transplacentaria de maes heterozigotas.

Entre 1979-1980 foi desenvolvido nos Institutos Nacionais de Saude (NIH)
dos EUA o rato nude (RNU — do inglés, Rowett Nude Rat), através de uma série de
acasalamentos consanguineos envolvendo 8 estirpes de ratos. Estes ratos também
atimicos (rnu/rnu), com deficiéncia de células T, mostram populagoes de células
esgotadas em areas timo-dependentes de o6rgaos linfoides periféricos (Davies et

al., 1983).

Contudo estas células T nao afetam a rejeigiao de transplantes de tecidos (ou
outros marcadores com fungdo de células T) (Raff and Wortis, 1970). Estes

animais preservam a func¢do das células B (Sprent and Miller, 1972) e exibem uma
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maior atividade de células NK (do inglés, Natural killer cells) (Herberman, 1978). Estas
caracteristicas levaram a um uso alargado destes animais em transplantes de
tecidos e em outras areas da investigagdo biomédica, incluindo o seu uso em

transplantes de tumores humanos.

Assim, e diferente do que acontece com os GEMM, os xenotransplantes
permitem a avaliagao direta do comportamento biolégico, assim como a resposta
a farmacos, de tumores humanos. Neste caso as células tumorais sao humanas

enquanto as células do estroma derivam do murino.

Desse modo o sucesso do xenotransplantes de tumores humanos em murinos
nude e a capacidade de manterem a identidade histologica e biologica dos
tumores, através de passagens sucessivas in vivo, revolucionaram muitos aspetos
da investigagdo em oncologia, incluindo o desenvolvimento de novos farmacos. A
transplantagao de linhas celulares tumorais para ratos nude pode ser alcangada
através de diversas vias: subcutadnea, intraperitoneal, intravenosa, intratecal,
intraesplénica, subcapsular renal, ou através da recente via ortotopica, por
inoculagao no 6rgao especifico de origem tumoral. Cada uma destas vias tem as

suas vantagens e limitagoes.

Os modelos subcutineos, tal como ja mencionado, continuam a ser os
modelos mais usados para a avaliagdo da atividade antitumoral in vivo, contudo
questionou-se sempre a falta de correlagao com a resposta clinica, as diferengas
na angiogénese dos xenotransplantes subcutineos e dos tumores autdctones
(Johnson et al., 2001; Sikder et al., 2003; Alani et al.,, 2004) e/ou alteragdes na
regulagio da apoptose e do ciclo celular entre tumores subcutineos e

ortotopicos (Farré et al., 2002).

Além disso, o local da implantagio das células oncolégicas muda a
sensibilidade aos farmacos, de forma reversivel, o que sugere a importancia
critica das interagcdes células tumorais-estroma local e microambiente. Assim, é
aparente que modelos de xenotransplantagdo subcutinea nio devem ser usados
para a selegio de compostos que estio correntemente a ser avaliados em ensaios
clinicos (Gura, 1997; Johnson et al., 2001; Bibby, 2004; Peterson and Houghton,
2004; Kamb, 2005; Céspedes et al.,, 2006). Dadas estas limitagcoes, as agéncias
reguladoras deverio insistir numa definicio mais clara dos modelos pré-clinicos
que melhor representem a populagao clinica que ira receber o farmaco(Kamb,

2005).
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Partindo da importincia da existéncia de metastases no curso clinico do
cancro, surgiu a vontade de se desenvolver diferentes abordagens para gerar

modelos de cancro que tenham a capacidade de produzir metastases (tabela 3).

O modelo ortotépico de implantagio (no 6rgio que originou o tumor) de
tumores humanos xenotransplantados em murinos imunodeprimidos é melhor
que os modelos implantados subcutaneamente, ja que reproduz de forma mais
préxima o comportamento clinico do tumor, relativamente ao seu padrao de
invasao e disseminagao(Fidler, 1991; Eccles et al., 1994; Hoffman, 1994, 1999; De
Wever and Mareel, 2003) [tabela 4]. Os modelos ortotopicos sao também mais
proximos da histologia e vascularizagido dos tumores humanos, que os

xenotransplantes subcutaneos (Killion et al.; Radinsky, 1995; Bibby, 2004).

Contudo, coexistem diversas mutagoes no tumor, o que dificulta o estudo da
contribuicao de cada mutagao para o fendétipo tumoral, além de que durante a
adaptagao a cultura celular, as linhas celulares podem sofrer mudangas devido as
passagens in vitro, que podem alterar as vias que conduzem o processo

metastatico.

Apesar de todas as vantagens claras sobre todos os outros modelos,
principalmente numa perspetiva de modelo pré-clinico, a capacidade de previsao
da resposta clinica a novos farmacos ainda nao estd totalmente estabelecida.
Assim, sdo necessarios estudos sistematicos para determinar o valor preditivo
em diferentes tipos de tumores. O uso pela Industria Farmacéutica destes
modelos tem crescido exponencialmente, sendo postos de parte os modelos
subcutaneos, quando falamos no teste de potenciais farmacos. Tal tem vindo a
acontecer principalmente pelo uso de proteinas fluorescentes, como a proteina
verde fluorescente — GFP (do inglés, Green fluorescent protein), a luciferase ou proteinas
similares a serem expressas em tumores, o que permite a avaliacao da evolugio
quer do tumor primario, quer das metastases, recorrendo a procedimentos nao

invasivos (Hoffman, 2002).
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Tabela 4: Padrio metastatico observado em modelos ortotépicos transplantados de tumores
humanos em murinos nude e nos correspondentes tumores humanos (Clarke, 1996; Hoffman, 1999, 2002;
Kim et al,, 2004; Heijstek et al., 2005).

Tumor Locais metastaticos em humanos Locais metastaticos em modelos

primario murinos

Cdlon Ganglios linfaticos mesentéricos, figado e Ganglios linfaticos, figado e pulmio
pulmao

Mama Ganglios linfaticos, osso, cérebro, pulmiao, Pulmio, figado e ganglios linfaticos
glandula adrenal e figado

Prostata Osso, figado, ganglios linfaticos, pulmao, Osso, sistema nervoso central, pulmio
tecidos moles, dura-mater, glandula figado, rim, pleura, glandula adrenal e
adrenal, cérebro e pancreas cérebro

Pulmao Osso, pulmao, cérebro e figado Osso, pulmao, ginglios linfaticos e pleura

Pancreas Ganglios linfaticos, figado e peritoneu Bago, peritoneu, figado, ganglios linfaticos

portais
Melanoma Ganglios linfaticos, figado, pulmio, osso e Osso, medula 6ssea, cérebro, pulmio,

cérebro

pleura, figado, rim, glandula adrenal,

ganglios linfaticos, musculo e pele

2.2.5. Modelos murinos ortotépicos de Cancro Colorretal

Tal como ja foi abordado, um bom modelo de cancro colorretal devera
mimetizar o padrio metastitico observado em humanos: ginglios linfaticos
mesentéricos, figado e pulmao, ja que s3ao as metastases a principal causa de
morte dos doentes com cancro colorretal. Contudo siao muito poucos os

modelos descritos que evidenciem.

Os GEMMs (que cada vez mais sao modelos preferidos para o estudo do papel
de genes especificos no desenvolvimento de tumorigénese) até agora descritos
para cancro colorretal raramente evidenciam adenocarcinomas, muito menos
cancros invasivos e/ou metastaticos, além de que sio modelos de progressao
lenta, uma vez que se chega a esperar largos meses até que haja sinais de
progressio de doenga. Exemplo disso sio os modelos KO de APC Gai2, MSH2,
MLHI, PMS2, MSH6 ou ATM, que na grande maioria desenvolvem linfomas e
adenomas e nao carcinomas colorretais. O mesmo acontece com modelos K/ de
KRAS que desenvolvem adenomas e cancros do intestino delgado de pequenas
dimensoées (Rudolph et al., 1995; Jacks, 1996; McClatchey, 1999; Hakem and Mak,
2001; Herzig and Christofori, 2002; Jonkers and Berns, 2002; Tuveson and Jacks,
2002; Van Dyke and Jacks, 2002; Rangarajan and Weinberg, 2003). Apesar do
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desenvolvimento e utilidade dos modelos genéticos em murinos para adenomas
benignos, bem como para outras patologias em doengas intestinais, nao se
encontram ainda disponiveis modelos murinos tumorais espontineos no intestino
e que se tornem invasivos ou metastizem (Taketo and Edelmann, 2009). Os
modelos de xenotransplantes tém sido os modelos de eleicio quando se fala
nesta patologia, como importantes ferramentas para a avaliagdo de uma variedade

de compostos terapéuticos.

A via mais usada em modelos de xenotransplante tem sido a subcutanea,
principalmente por proporcionar uma melhor monitorizagcio macroscopica do
tumor, sem intervengao cirlirgica. Apesar de ser a abordagem mais facil é das que
€ menos comparavel com as neoplasias humanas de célon, uma vez que para além
do microambiente subcutineo ser muito diferente do microambiente do cdlon,
todo o perfil genético associado a cada um dos locais é completamente distinto e
tal correlaciona-se com o facto de raramente surgirem metastases (Morikawa et

al., 1988; Xie et al., 1992; Garofalo et al., 1993).

O primeiro modelo metastitico de cancro colorretal em murinos nude
ocorreu em 1987 pelo grupo de Robert Bresalier, gastroenterologista americano,
que decidiu injetar 5x106 células de uma linha de cancro humano do colon
(LSI74T) em ratinhos atimicos BALB/c NCR-NU por via subcutinea e na
submucosa do ceco. As suas conclusées foram que o modelo subcutineo niao
evidenciou metastases, mesmo apos |0 semanas da inoculagao e que os tumores
atingiram aproximadamente | cm em diametro, contrastando com os animais com
inoculagdo em ceco. Estes apresentavam tumores mais pequenos, com cerca de
0,5 cm em diametro em cerca de 50% dos animais, e foram detetadas metastases
na regidao dos ganglios linfaticos mesentéricos e no figado, ao fim de 6 semanas

(Bresalier et al., 1987).

Desde entio diversos novos modelos e estudos de validacao dos modelos
ortotopicos surgiram, validando, entre outras coisas, a expressio metastatica
destes modelos no cancro colorretal (Fidler, 1991; Céspedes et al.,, 2007; Tseng
et al., 2007). Nao s6é com recurso a linhas celulares de cancro humano (ja que o
seu uso & por vezes criticado dado serem linhas altamente seletivas, geralmente
em monoculturas, com capacidade de crescimento in vitro) mas também
recorrendo a implantagio de tecido tumoral no ceco dos animais
imunodeprimidos, com a mesma expressio metastatica (Furukawa et al., 1993;

Kuo et al., 1993).
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Apesar de todos os progressos feitos desde a descoberta do modelo, a
grande maioria dos estudos realizados com recurso a este modelo continuaram a
usar a implantagcao quer de células quer de tecidos intactos de tumores humanos

de cancro colorretal em ceco dos animais.

As diferencas anatomicas do trato intestinal entre ratos e humanos sao claras,
contudo sao ainda muitas as semelhangas, que fazem deste modelo um bom
modelo para o estudo e compreensio do adenocarcinoma colorretal. O intestino
grosso apresenta as mesmas divisdes quer em murinos quer em humanos, sendo
divididos em ceco, cdélon e reto. Além disso, histologicamente as estruturas
basicas da parede do intestino em humanos e em ratos também sao similares,
incluindo a mucosa, a submucosa, a muscularis e a serosa, com presengas de
estruturas celulares semelhantes, na generalidade, como células caliciformes e

mucinas, entre outras (Boivin et al., 2003; M. Treuting and M. Dintzis, 201 1).

Sao conhecidas as diferengas na origem embriondria do célon proximal e do
distal, que se traduzem nao s6 em diferengas anatéomicas mas também em
patogéneses moleculares distintas (Milne, 1994; Glebov et al.,, 2003; Minoo et al.,
2010), que por sua vez se traduzem a distintos fatores de risco associadas as

duas localiza¢oes distintas (lacopetta, 2002; Li and Lai, 2009).

Enquanto o ceco, ascendente e dois tergos do célon transverso tém origem
no intestino médio, ja a flexura esquerda, o célon descendente, o célon sigmoide
e o reto surgem a partir do intestino posterior embrionario. Estas diferengas
refletem distintos aspetos anatomicos, quando se considera o suprimento
sanguineo arterial, drenagem venosa, linfatica e inervagao de cada um dos
segmentos do célon. Além disso, o epitélio da mucosa adulta de célon proximal e
distal pode ser distinguido pelo seu padrao de expressao génica ja que mais de
1000 genes sao expressos diferencialmente no coélon ascendente contra coélon
descendente (Glebov et al., 2003). Fisiologicamente, a absorgao de sodio e agua
normalmente ocorre no célon proximal, diminuindo progressivamente em
direcio ao reto, onde o armazenamento fecal compreende a principal fungio
fisiolégica. Fermentagiao bacteriana produz acidos gordos de cadeia curta
predominantemente no colon proximal, onde podem ser passivamente absorvidos
(lacopetta, 2002; Gervaz et al., 2004; Li and Lai, 2009). Além disso, os sais
biliares, que parecem estar associados a um risco aumentado de cancro de célon,

tém maior concentragiao no coélon proximal (Gervaz et al., 2004).

41



Modelos Ortotopicos de Adenocarcinoma Colorretal

Estudos clinicos demonstram que os tumores do célon direito sio maiores
que os tumores do colon esquerdo e reto e apresentam mais instabilidade de
microssatélites que os tumores de colon distal e reto. Mutagoes do KRAS siao

também mais frequentes no coélon proximal e menos no reto (Frattini et al.,

2004; Slattery et al., 2009; Minoo et al., 2010)

O desenvolvimento de melhores modelos ortotopicos de cancro colorretal é
por isso crucial, visto esta patologia apresentar diferengcas determinantes que o

atual modelo nao comtempla
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Objetivos

Este trabalho tem como objetivos principais:

I) Comparagao entre diferentes abordagens cirdrgicas (colostomia proximal
com fistula distal e cecostomia), avaliando a resposta dos animais a
cirurgia, bem como a avaliacio da progressio da doenca apods a
implantacao das células tumorais humanas da linha celular WiDr, na
submucosa do estoma da fistula distal (nos animais submetidos a

colostomia) e da cecostomia;

2) Avaliacao da progressiao tumoral e de doenga nos dois grupos de animais
através de técnicas de Medicina Nuclear com 9°mTc-hexakis-2metoxi-
isobutil-isonitrilo (°°mTc-MIBI) e !8F-fluordeoxiglucose ('8F-FDG), avaliando

comparativamente estes radiofdrmacos no contexto oncologico;

3) Avaliagao histolégica do local da implantagcao das células tumorais, no
local de implantagao e dos locais principais de metastizagao locoregional

ou a distancia.
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Material e Métodos

Este trabalho foi sujeito a aprovacio pela Comissio de Etica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (ref® CE-129/2011), cumprindo todas as
Orientagoes da Sociedade Portuguesa de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SPCAL), a Diretiva 2010/63/EU, sempre numa perspetiva dos 3R’s (Replacement,
Reduction e Refinement) em pesquisa com animais, sempre sob a orientagao e
executado por pessoal devidamente formado e creditado para o manuseamento

de animais de laboratério.

I. Cultura celular

A cultura de células (cultivo de células dispersas, retiradas de um tecido
original, de uma cultura primaria ou de uma linha celular) tem sido muito usada
como principal modelo in vitro para os estudos quer do comportamento, quer das
vias de sinalizagdo dos cancros. Apesar de todos os contras apontados ao uso de
linhas imortalizadas, a grande vantagem é a sua replicabilidade, servindo como

modelo inicial para novos estudos na area da oncobiologia.

Para a sua manutengio é necessario assegurar rigorosas condigdes de
assepsia, bem como condi¢bes ambientais propicias, tais como pH, humidade,
temperatura e concentragoes de CO; e Oj, meios de cultura apropriados e

substratos adequados.

A linha celular CCL-218™ (WiDr) de adenocarcinoma colorretal foi usada
neste estudo. Esta foi obtida da American Type Culture Collection (ATCC) e
mantidas de acordo com as recomendagoes fornecidas pela mesma, utilizando
meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma D-5648, EUA). Deste
modo as células foram mantidas a 37°C em atmosfera humida com 95% de ar e

5% de CO; em incubadora Binder®.

I.1. Linha celular

A linha celular WiDr (Homo sapiens) foi estabelecida nos Laboratérios
Lederle de uma porgao de um adenocarcinoma primario do célon retosigmoide,
retirada de uma doente com 78 anos de idade a 26 de Maio de 1971 (Noguchi et

al., 1979). Esta linha expressa CEA (118ng/10¢ células/10dias), bem como
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antigénio especifico do célon (CSAp), TGF-B (do inglés, Transforming growth factor beta)
e queratina. Além disso tem recetores para o EGF e as células expressam o gene
TP53, cuja p53 produzida tem uma mutagio G»A, que resulta numa troca

Arg»His na posicao 273(Rodrigues et al., 1990).

I.2. Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados na execugao deste trabalho experimental foram
de qualidade analitica e a agua utilizada para a sua preparagao era destilada ou
quando necessario ultrapura, fornecida por um sistema de purificagao de agua

Simplicity™ da Millipore S.A., EUA.

Assim, na realizagdo de cultura celular como meios e substratos para as
células e solugoes foi necessario meio de DMEM - 4500mg/L (de glucose e L-
glutamina) — composto altamente rico em vitaminas, aminoacidos e sais
inorganicos; piruvato de soédio (GIBCO 11360, Reino Unido) — acido organico
metabolizado na glicolise, que na cultura de células é usado como fonte
energética e ajuda quer na manutencdo de células especializadas, quer em
processos anabolicos, de clonagem, e também quando a concentragio de soro
bovino fetal (FBS, do inglés, Fetal Bovine Serum) é baixa no meio de cultura;
bicarbonato de sédio — que desempenha o papel de tampao, ajudando a
manutencao do pH do meio de cultura; antibidotico — solugio contendo uma
mistura de antibiotico e antifingico: penicilina G, 10 000U/mL; estreptomicina, 10
000mg/mL; anfotericina B, 10 000pg/mL — GIBCO 15240, Reino Unido; FBS
(Sigma F-7524, EUA) (inativado a 60°C, procedimento para a inativagio do
complemento, durante 40 minutos e distribuido em aliquotas de 50mL, para
armazenamento a -20°C) — que tem elevado conteldo de fatores de crescimento

embrionarios e ajuda a satisfazer as necessidades metabodlicas das células.

Uma vez que a linha celular utilizada é mantida em condi¢oes aderentes, para
a sua manipulagio foi necessario destacar as células dos frascos e preparar
suspensoes celulares. Para tal recorreu-se a tripsina-EDTA (do inglés,
Ethylenediamine tetraacetic acid — acido etilenodiamino tetra-acético) a 0,25% (GIBCO
25200, Reino Unido) (20mg/mL de EDTA, 500mg/mL de tripsina — enzima
proteolitica que quebra ligagcdes das proteinas de adesio entre células e entre

células e matriz extracelular), e uma solugao salina de tampao fosfato — PBS (do
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inglés, Phosphate buffered saline) (Sigma, USA), cuja composi¢cio proporciona a

concentragao ionica ideal a vida celular.

1.3. Material e Equipamento

Para a manutencao da cultura de células foram utilizados diferentes materiais
tais como frascos de cultura de poliestireno (75 e 175cm?2 — Sarstedt, USA);
tubos de Falcon (15 e 50mL; Sarstedt, USA); pipetas de Pasteur; pipetas de vidro
graduadas; microtubos (1,5 e 2mL; Eppendorf, Alemanha); micropipetas
(Pipetman — Gilson, France); pipetador (IBS Integra Biosciences, Alemanha) e

bomba de vacuo (IBS Integra Biosciences, Alemanha).

Relativamente ao equipamento utilizado para realizar a cultura celular
utilizou-se a camara de fluxo laminar vertical (Steril-Polaris, Italia); centrifuga
refrigerada de bancada (D-78532 Tuttlingen, Hettich Zentrifugar, Universal 320R;
Rotor: 6318, Portugal); incubadora (Binder, Portugal); microscopio ético
invertido e direto (Motic AE31l, Hg 100W, China); sistema de purificagio de agua
Simplicity™ da Millipore S.A., USA; incubadora HeraCell 150 (Alemanha);
frigorifico (4°C (Indesit, Poldnia)) e arcas (-20°C (Samsung, Coreia) e -80°C
(Snijders Scientific, Holanda)).

I.4. Preparacdo do meio de cultura

Para a preparagao de 500mL de meio, DMEM, foi adicionado 10% (v/v) de FBS
(50ml), 0,5g de bicarbonato de sodio, |,25mL de piruvato de sodio e 5mL de
solugao de antibiotico. O meio foi filtrado e armazenado a 4°C para posterior
utilizacao nas linhas celulares. Antes da sua utilizacao foi previamente testado

para evitar contaminacao das linhas celulares.

1.5. Descongelacdo e propagacdo das linhas celulares

A linha celular em estudo, WiDr é uma linha aderente e cresce em
monocamada. Durante a manipulagao celular, sempre que as culturas atingiam

cerca de 90% de confluéncia, foram estabelecidas novas culturas (geralmente a
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cada 2 semanas), processo este designado por “passagem”, que visa a manutengio
das linhas celulares. Assim, para iniciar a cultura celular o vial contendo a linha
celular pretendida foi retirado da arca a -80°C ou do azoto liquido e foi
descongelado parcialmente (até que o bloco de solugao gelada se solte das
paredes do vial) em banho-maria a 37°C. Na camara de fluxo laminar vertical
transferiu-se a suspensio celular para um frasco de [75cm? contendo
previamente meio DMEM a 37°C de temperatura e 48 horas apdés o

descongelamento mudou-se o meio.

Para a manutencao da linha celular aspirou-se o meio DMEM consumido do
frasco contendo as células e lavou-se o frasco de cultura com PBS |x. Aspirou-se
o PBS Ix, adicionaram-se 3mL de tripsina-EDTA 0,25% e colocou-se o frasco de
cultura a incubar durante breves minutos a 37°C e 5% de CO;, de modo a
destacar as células. Confirmou-se ao microscépio o destacamento celular e
adicionou-se novo meio de cultura e ressuspendeu-se muito bem a suspensio
celular. Distribuiu-se a suspensao por novos frascos de modo a obter uma
densidade adequada e adicionou-se meio novo até perfazer o volume correto
mediante o frasco utilizado e deixou-se a incubar a 37°C com 5% de CO; até a

préxima passagem, nunca excedendo as 50 passagens.

2. Experimentacdo Animal

A carcinogénese é um processo biologico altamente complexo, cuja
compreensao necessita também de um sistema experimental complexo, e tal sé

consegue ser alcangando com um modelo animal.

Foram utilizados 30 ratos nude (Rowett Nude Rat- RNU) adquiridos aos
Laboratérios Internacionais Charles River, Inc. (Espanha), com 6 semanas de
idade, mantidos numa sala climatizada prépria, sujeitos a ciclos de 12 horas de
luz didrias, ra¢ao padrao de laboratério para murinos nude (Mucedola 4RFN,

Italia) e acesso livre a agua devidamente filtrada.

Quando atingiram as 8 semanas de idade, incluindo um periodo de quarentena
(I semana), os animais foram postos em jejum |2 horas antes. No dia das
cirurgias os ratos foram pesados e anestesiados com injegao intraperitoneal de
2pL/g de uma solugio contendo uma proporc¢ao de 3:1 de quetamina (50mg/ml)

(Ketalar®, Parke-Davis, Pfizer Laboratories Lda., Portugal.) e clorpromazina a
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2,5% (Largatil®, Rhone-Poulenc Rorer, Laboratérios Vitéria, Portugal). A
quetamina é um farmaco anestésico que também promove sedacao e amnésia
anterograda por acao direta no cortex e sistema limbico, causando interferéncia
na percegio sensoéria dos estimulos dolorosos. A clorpromazina é um fairmaco do
grupo dos fenotiazidicos, que sao usados com propriedades antipsicoticas e

antieméticas.

Depois de avaliados os indicadores sensitivos da profundidade da anestesia
(comprimir a cauda e as extremidades podais, tocar na cérnea — por ordem
decrescente de confianga), o abdomen foi esterilizado com tintura de iodo a
0,2%. Destes animais, |7 foram submetidos a colostomias em célon sigmoide com

fistula mucosa distal e 13 submetidos a cecostomias.

Todos os procedimentos realizados foram executados em condigoes estéreis
em camara de fluxo laminar, e cujo material cirirgico utilizado fora autoclavado

previamente a 121°C, durante 35 minutos.

2.1. Técnicas cirargicas

2.1.1. Modelo ortotépico de célon sigmoide

A colostomia é uma cirurgia comumente realizada em doentes com cancro
colorretal, decorrendo de uma colectomia parcial, isto é remociao do segmento
do intestino grosso associada a linfadenectomia como forma de abordagem
curativa para esta patologia. Partindo de esta pratica clinica tdo comum, nasce a

ideia de aplicagao desta abordagem cirirgica num modelo ortotépico novo.

O desvio do célon foi realizado por meio de colostomia proximal e fistula
distal. Foi feita uma incisio mediana, na porg¢ao inferior do abdémen, com cerca
de |,5cm de comprimento. Apds abertura da cavidade abdominal expos-se o cego
para melhor visualizagao do célon, surgindo a porg¢ao distal do célon a esquerda
da linha mediana. Para confirmagao de que se trata realmente do coélon pode-se
exercer uma tracao suave e verificar como o orificio do anus se movimenta. Na
grande maioria dos casos ha uma ansa de intestino delgado aderente ao

mesocoélon, que é necessario separar com cuidado para nao lesar as estruturas
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vasculares. Apds se ter referenciado o coélon, colocou-se o cego novamente no

interior da cavidade abdominal para nao ficar com a superficie serosa seca.

Foi feita a selecao do local de abertura do célon mais adequada, tendo em
atencao a arcada vascular e o comprimento dos topos para chegarem a pele.
Procedeu-se entio a abertura do mesocdlon e laqueagio com duas pingas da
arcada vascular e a abertura do coélon e secgio do vaso. Completou-se a
laqueagio com fio (vicryl 4/0), deixando uma das pontas do fio comprida para
referéncia. Em seguida, selecionou-se o local onde sera executado o estoma. Para
a colostomia optou-se por fazer o estoma a esquerda da linha mediana em
localizagao médio-abdominal. Para o topo retal optou-se por fazer em localizagao
a esquerda da linha média, na porgado inferior do abdémen. Teve-se atengao na
localizagao do topo retal de forma a nao ficar muito lateral e distal. Nessa
posi¢ao, quando o rato se coloca sobre as quatro patas, o estoma ficara na prega

cutanea da base da pata. Os dois topos nunca deverao ficar a menos de lcm de

distancia um do outro.

Apos a seccao de uma porgao circular de pele com cerca de 0,5cm de
didmetro, também se removeu um segmento de aponevrose da parede aintero-
lateral do abdomen e de mdusculo. Procedeu-se a passagem dos topos pelos
respetivos orificios. A ponta comprida do fio de laqueagdao serviu para
referenciar o célon caso os topos entrassem inadvertidamente na cavidade
abdominal, a manipulagao da parede para criagao dos estomas, e para referenciar
a posicao natural do colon. Assim é menos provavel que fique torcido e
condicione obstrugio intestinal. O topo proximal deve ficar com o fio de
laqueagido voltado para baixo. No topo distal deve ficar voltado para cima; Por
fim, para os pontos de fixagdo do estoma usou-se prolene 5/0 e optou-se por
pontos separados, geralmente quatro. A agulha penetrou na pele a cerca de 3mm,
juntamente com aponevrose e musculo, depois atravessava a parede do célon a
cerca de 4mm do bordo e no bordo, de maneira a deixar o topo bem aberto em
cima e com a mucosa evertida. Fixaram-se os dois topos e encerrou-se a

cavidade abdominal com seda 4/0.
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O resultado da cirurgia é ilustrado na figura 5.

Figura 5: Esquema da colostomia com fistula distal (a esquerda) e fotografia de animal submetido a
cirurgia (a direita).

2.1.2. Modelo ortotépico de ceco

A cecostomia é uma intervengao cirurgica de uso menos comum, usada em
caso de oclusao intestinal para esvaziar todo o intestino a montante da obstrugao
intestinal. E uma opgio muito eficaz, em alguns casos, de oclusio do célon
associado a muito mau estado geral do doente que impossibilita um tratamento

com intuitos curativos.

O facto de, através desta abordagem cirdrgica, conseguimos expor esta zona
do intestino, facilita ndo sé a implantagao das células tumorais, mas também a um

melhor controlo da formagao e crescimento do tumor primario.

A exposicao do ceco foi realizada apés uma incisao com cerca de 0,5cm de
comprimento, vertical, na linha paramediana direita. Esta incisio nao pode ser
muito distal nem muito lateral. Nessa posi¢ao, quando o rato se coloca sobre as

quatro patas, o estoma ficara na prega cutanea da base da pata distal direita.

Apods abertura da cavidade abdominal, fez-se ressec¢do de um pequeno
segmento de pele, aponevrose e musculo de maneira a obter um orificio com

cerca de 0,5cm de didmetro. Levantando as camadas da parede abdominal e
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olhando em diregio ao meio da cavidade abdominal foi possivel identificar

facilmente o ceco.

O ceco foi exteriorizado da cavidade abdominal, inspecionou-se e verificou-se

a continuidade com o intestino grosso e o intestino delgado.

Procedeu-se a abertura do ceco no seu apex, no bordo antimesentérico e
colocou-se o ceco quase todo e o intestino delgado para dentro da cavidade
abdominal. Assim, o ceco ficou ja preparado para se passarem os pontos para
fixacido do estoma com prolene 5/0, optando-se por pontos separados,
geralmente seis a oito. A agulha penetrou na pele a cerca de 3mm, juntamente
com aponevrose e musculo, depois atravessou a parede do ceco a cerca de 4mm
do bordo e no bordo, de maneira a deixar o topo bem aberto em cima e com a

mucosa evertida.

O resultado da cirurgia é ilustrado na figura 6.
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Figura 6: Esquema da cecostomia (a direita) e fotografia de animal submetido a cirurgia (a
esquerda).
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2.2. Cuidados pés-operativos

Apobs os procedimentos cirdrgicos, os animais foram colocados em gaiolas
individuais. Os animais foram monitorizados diariamente, sendo mudadas as
camas das gaiolas duas vezes por semana, o que ajudou a avaliagio do

funcionamento intestinal, e feitas pesagens de dois em dois dias.

Para a monitorizagio dos animais foi feita a pesquisa de sinais de doencga:
sinais de condigdes fisicas anormais, como desidratagio, apatia, indiferenga,
prostracao, dispneia, movimentag¢ao em circulos, cabega tombada, etc.; e também
sinais de condigoes fisiologicas anormais, como altera¢oes na diurese, alteragao
no volume das fezes, alteragoes de massa, diminuicao da ingestio de ragao e/ou

agua.

3. Inoculacgdo das células tumorais

Apos o restabelecimento do transito intestinal, procedeu-se a preparagao das

células tumorais e em seguida a sua inoculagao na submucosa do colon.

3.1. Preparacdo das células para implantacdo

Para a inoculagao das células foi necessiario comecar por destacar as células

dos frascos e preparar suspensoes celulares.

3.1.1. Viabilidade Celular

De forma a assegurar o numero de células pretendido para a implantagao
celular, mas também para verificar a viabilidade celular, usou-se o método de
exclusio do azul de tripano que se baseia na entrada do azul de tripano nas
células que possuem a membrana celular destruida corando estas de azul. Assim,

as células inviaveis aparecem azuis e as viaveis mantém-se brancas ou brilhantes.

Desta forma, aspirou-se o meio DMEM consumido do frasco contendo as

células (com uma confluéncia elevada, isto &, que aparentem estar cheios) e
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lavou-se o frasco de cultura com PBS Ix. Aspirou-se o PBS Ix e adicionaram-se
3mL de tripsina-EDTA a 0,25%. Colocou-se o frasco de cultura a incubar durante
breves minutos a 37°C em ambiente com 5% de CO,, de modo a destacar as
células. Confirmou-se ao microscoépio o destacamento celular e adicionou-se
novo meio de cultura e ressuspendeu-se a suspensao celular. Transferiu-se a
suspensiao celular do frasco de cultura para um tubo de falcon de I5mL e
centrifugou-se a 000G durante 5 min. Aspirou-se a maioria do sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet em 5mL de meio. De seguida, retiraram-se 20yL de
suspensao celular e homogeneizou-se com 20uL de azul de tripano (0,02% em
PBS) e transferiu-se para o hemocitometro. Contaram-se as células num
hemocitémetro [figura 7] recorrendo ao microscopio otico invertido (numa

ampliacao de 100x).

Figura 7: Esquema representativo dos
quatro quadrantes do hemocitometro
utilizados na determinacao da viabilidade
celular (Kim, 2010).

Ao microscopio, as células foram contadas nos quatro quadrantes dos cantos
do hemocitémetro. A percentagem de células viaveis é determinada pela formula:

células vivas

% células vidveis = — - - X 100
células vivas + células mortas

Mediante o resultado da contagem estimou-se o numero de inoculagdes que
seriam possiveis de realizar, sendo necessarias entre 10-14x10¢ células por

inoculagao/animal.
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3.2. Procedimento de inocula¢do

Para a inoculagao o tubo de falcon foi novamente centrifugado e descartou-se
o meio. As células foram aspiradas com o auxilio de uma seringa de ImL, com
uma agulha hipodérmica de calibre 21G, no menor volume possivel, de modo a
assegurar o melhor sucesso da inoculacio e menor riscos de extravasamento.
Descartou-se a agulha, substituindo-se esta por uma agulha hipodérmica de
calibre 30G. A inoculacio foi feita, sempre que possivel num sé foco, na
submucosa do célon da fistula cecal e da colostomia cecal, em ambiente estéril

numa camara de fluxo laminar.

4. Técnicas de imagem molecular in vivo por Medicina Nuclear

4.1. Imagens com " Tecnécio-MIBI

O 99mTc-MIBI [?9mTc-hexakis-2metoxi-isobutil-isonitrilo] é um composto
lipofilico e catidnico, inicialmente desenvolvido para estudos de perfusio do
miocardio. Através de analise quimica, foi possivel conhecer que este agente é
um catiao monovalente, no qual o atomo de tecnécio (Tc) ocupa uma posigao
central, rodeado por 6 ligandos alquil-isonitrilos, dispostos segundo uma

geometria octaédrica [figura 8] (Abram and Alberto, 2006).
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Figura 8: Estrutura quimica do 99mTc-MIBI - C3sHssN¢OsTc (Abram
and Alberto. 2006).
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A sua captagio realiza-se por difusio passiva, assim como, pela diferenca de
potencial através da membrana mitocondrial. Tendo por base estes mecanismos,
a sua captagao é maior nos tecidos ou o6rgaos ricos em mitocondrias, pelo que
esta indicado para o estudo funcional do miocardio nas situagdes de insuficiéncia
coronaria e na detegio de patologia proliferativa, nomeadamente na area

oncologica.

A lipofilicidade e a carga catidnica do 9?mTc-MIBl desempenham um papel
muito importante na sua acumulagao e retengao nas células: a carga catidnica
deste composto promove a interagao eletrostatica com a carga negativa do
citosol e dos potenciais da membrana mitocondrial; a lipofilicidade e a estrutura
da molécula favorecem a difusao passiva através da bicamada lipidica da
membrana plasmatica [figura 9] (Barbarics et al, 1998). Outro fator que
influencia a captagao do °mTc-MIBI por parte do tumor é o grau de perfusao do

mesmo.

Difusdo
Passiva

Figura 9: Mecanismo de captacdo do ??"Tc-MIBI pelas células. Este
mecanismo é conduzido pelo potencial transmembranar celular, Ay.. Apds a
entrada do 99mTc-MIBI acumula-se na mitocéndria em resposta ao potencial
mitocondrial transmembranar, Aym (adaptado)(Moretti et al., 2005).

Num estudo com utilizagdo de cobaias demonstraram que o local de
acumulagao intracelular do ?°mTc-MIBIl é precisamente a mitocondria (Crane et
al.,, 1993). Este estudo juntamente com outros, verificaram que o ?°mTc-MIBI se

localiza em tecidos com elevados niveis de mitocéndrias, no sentido de suportar
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o aumento de metabolismo, com consequente aumento do potencial negativo de
membrana mitocondrial, como ocorre em tumores malignos e no miocardio

(Piwnica-Worms et al., 1990; Maffioli et al., 1996; Fukumoto, 2004).

Para a aquisicido de imagens os animais (n=18; colostomias: n=l11;
cecostomias: n=7) foram anestesiados, como anteriormente descrito. As inje¢oes
do radiofarmaco foram realizadas por via endovenosa, na veia dorsal da cauda,
com atividade de 100,6+65,3MBq de ?'mTc-MIBI (STAMICIS®, IBA-Molecular,
Espanha), |, 2, 3 e 4 semanas apods a injegao das células nos animais de modo a
avaliar a implantacao das células tumorais, bem como a progressio da doenga e

possivel metastizagao.

Imediatamente ap6s a injegao, iniciou-se uma aquisicio dindmica através
de uma camara-gama (Millennium 2010 GE-Healthcare, General Electric Company,
EUA). A aquisicao foi controlada por computador pelo software GenieAcq, sendo
feita em duas fases sequenciais. Durante a fase dinamica, as imagens foram
registadas a cada 30 segundos durante |0 minutos. Em seguida, foram obtidas
imagens estaticas aos 10, 30, 60, 90 e 120 minutos apos a injegao. As imagens
obtidas foram depois transferidas para uma estacao de trabalho Xeleris (HP

xw6400, Hewlett-Packard, EUA) onde foram processadas.

4.2. Imagens com '®F-fluordeoxiglucose

Na atualidade um dos radiofarmacos mais wusado para a avaliagao
semiquantitativa do metabolismo tumoral tem sido a '8F-fluordeoxiglucose ('8F-
FDG) ja que, nos cancros, se espera observar altas taxas de metabolismo

glicolitico.

A glucose é um nutriente importante para todas as células, desempenhando
um papel essencial no metabolismo energético celular. O '8F-FDG compete com a
glucose para ser incorporada na célula através de um mecanismo de transporte
facilitado, através das proteinas de transporte de glucose | e 3 (GLUT-I e
GLUT-3, do inglés Glucose transporters). Quando dentro da célula, o '8F-FDG é
fosforilado pela hexoquinase originando '8F-FDG-6-Fosfato, que fica aprisionado
dentro da célula devido ao seu complexo polar que nao consegue ser
metabolizado mais. A molécula '8F-FDG-6-fosfato pode ser desfosforilada a '8F-

FDG através da enzima glucose-6-fosfatase, contudo este processo € mais lento
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nas células cancerigenas que nas células n3ao malignas, pois as primeiras
apresentam niveis baixos desta enzima, figura 10 (Nabi and Zubeldia, 2002;

Haubner, 2010).
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Figura 10: Mecanismo de captacio do I!8F-FDG em células tumorais
(adaptado)(Haubner, 2010).

A captacao de !8F-FDG esta diretamente relacionada com a atividade
glicolitica do tumor. A sua aplicagao clinica tem-se alargado progressivamente ao
estadiamento, seguimento e avaliacao de resposta a terapéutica em diversos tipos
de cancros (pulmao, colorretal, mama, prostata, cabega e pescogo, linfomas,
melanoma). Outra aplicagdo relaciona-se com a possibilidade de previsio da
resposta a quimioterapia, em funcao das modificagoes observadas na captagao
tumoral do '8F-FDG. A detegio de recorréncia tumoral, apés uma determinada
terapéutica, € também uma drea onde a Tomografia por emissio de positroes —
PET (do inglés, Positron Emission Tomography) com '8F-FDG fornece importante
informagao indicando a existéncia (ou nao) de viabilidade tumoral (Nabi and

Zubeldia, 2002).

Contudo, nao siao so6 as células tumorais que expressam maior captagao de
I8F-FDG, p.e. na substancia cinzenta normal verifica-se um elevado metabolismo
de glucose de que resultam razdes tumor-background diminuidas na imagiologia
de tumores cerebrais. Além disso, devido a mecanismos de reparagao induzidos
por reagdes apoOs intervengoes cirurgicas, os macréfagos acabam também por
infiltrar o leito tumoral, expressando captagoes de '8F-FDG comparaveis a células
tumorais viaveis. Assim, a analise dos dados da PET com '8F-FDG tem que ser

feita com o maximo cuidado, tendo sempre em conta as limitagoes desta técnica.
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Para a aquisicio de imagens com '8F-FDG, os animais (n=6; colostomias:
n=3; cecostomias: n=3) foram anestesiados, tal como foi descrito anteriormente.
As injecoes do radiofirmaco foram por via intravenosa com atividades de
9,9+3,4MBq de '8F-FDG (FDG*UC, ICNAS - Instituto de Ciéncias Nucleares
Aplicadas a Salude, Portugal), 4 semanas apo6s a injegao das células tumorais de
modo a avaliar a sua implantagao, bem como a progressao da doenga e possivel

metastizagao.

Quarenta e cinco minutos apos a injegao intravenosa do radiofarmaco, foram
adquiridas imagens 3D de 20 minutos, através de um protétipo ClearPEM OSEM

[figura 11] (PEM Consortium, CERN), utilizando quatro posigoes angulares.

Figura | I: Fotografia do Clear-PEM Scanner.

O Clear-PEM Scanner é um sistema de mamografias por emissio de positroes
(PEM — do inglés, Positron Emisson Mamography) de alta resolugao, que pretende
detetar tumores com diametros a partir de 2mm(Abreu et al., 2006). Este sistema
estd a ser desenvolvido em Portugal através de um consércio PEM e CERN (do
francés, Organisation européenne pour la recherche nucléaire — Organizagio
Europeia para a Pesquisa Nuclear) no 4ambito do quadro Crystal Clear
Collaboration, com a colaboragao de diversas instituicdes nacionais, sob a diregao

do Professor Doutor Joiao Varela.

Os dados obtidos foram depois processados (pelo Laboratério de
Instrumentagdao e Fisica de Particulas de Lisboa) e depois foram entdo
transferidos para o AMIDE (Medical Image Data Analysis Tool) onde as imagens

foram analisadas.

63



Modelos Ortotopicos de Adenocarcinoma Colorretal

5. Anadlise histopatolégica

Sob efeito de anestesia profunda, os animais foram submetidos a eutanasia
por deslocamento cervical tendo sido realizadas necropsias subsequentes com
colheita do tumor, dos ganglios linfiticos locoregionais, dos pulmdes, figado ou

de qualquer outro orgao que apresentasse alteragdes macroscopicas relevantes.

As amostras retiradas foram fixadas em formalina a 10% (252549 SIGMA,
EUA) e enviadas para o laboratorio de Anatomia Patoldgica para processamento
segundo o protocolo utilizado no Instituto de Anatomia Patoldgica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Coimbra. O exame macroscopico dos espécimes
e a observacao microscépica das laminas coradas com Hematoxilina/Eosina foram

realizados pelo mesmo Anatomopatologista.

6. Processamento de dados e andlise estatistica

A anilise estatistica dos resultados obtidos foi realizada adotando-se nivel de
significincia menor que 5% (p<0,05) e apresentados sob a forma de médiaterro
padrio (Medt EP), mediante os seguintes modelos: estatistica descritiva; testes
de associagio (teste de Qui-quadrado, teste de Mann-Whitney, teste de
Friedman, teste do Log-Rank); coeficiente de correlagio de Spearman; analise de

variancia (ANOVA) e de sobrevivéncia (Curvas de Kaplan-Meier).

Para a avaliagido da recuperagao e sobrevida dos animais ao longo da
experiencia avaliou-se a percentagem de variagio de massa relativamente a massa inicial

para cada tipo de intervencao cirurgica, cujos dados foram obtidos através da formula:

Massa; — Massa,

Amassa= Massa
0

Para a anilise estatistica dos resultados foi utilizado o programa de anilise
estatistica Statistical Package for Social Sciences (SPSS) program for Windows, versao

18.0 (IBM Corporation, USA).
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Os métodos referidos no capitulo anterior foram usados na tentativa de desenvolver
dois modelos in vivo de adenocarcinoma colorretal, através da implantagio ortotopica de
células tumorais humanas de cancro colorretal, da linha celular WiDr, recorrendo a uma
colostomia proximal com fistula distal e a uma cecostomia, usando metodologias apoiadas na

medicina nuclear para avaliagao da progressao tumoral e possivel disseminagao metastatica.

I. Mortalidade e sobrevida dos animais

A partir dos registos da massa recolhidos procedemos a analise estatistica desses dados,
de forma a avaliar o impacto das diferentes intervengdes cirurgicas e da implantagao celular na

mortalidade e na sobrevida dos animais.

I.1. Avaliacdo da mortalidade e sobrevida dos animais apés
intervencdo cirirgica e antes de implantacdo celular.
Apos o registo das massas dos animais de dois em dois dias, realizado da mesma forma

e utilizando a mesma balanga, os dados foram processados e foram obtidos os seguintes

resultados:

Tabela 5: Descricdo global dos animais submetidos a colostomia proximal com fistula distal e
cecostomia antes da implantacdo das células tumorais.

Média da . .
. . N° de Mortalidade Mortalidade
Cirurgia .. massa . .
animais s . por cirurgia global

inicial (g)

Colostomia 17 (56,7%) 211,35 £52,07*  4/17 (23,5%)**
6/30 (20%)

Cecostomia 13 (43,3%) 237,23 £5482*  2/13 (15,4%)**

* p=0,263, teste de Mann-Whitney; ** p=0,929, teste de qui-quadrado

Dos dados recolhidos representados na tabela 5 observou-se que um animal morreu
aos 2 dias, 2 animais aos 4 dias, | animal aos 10 dias, | animal aos 16 dias e | animal aos 18
dias. A mortalidade global (dos dois grupos) foi de 20%. O tempo médio de sobrevida destes 6

ratos foi de 9 + 2,77 dias.
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Os animais submetidos a colostomia proximal com fistula distal a mortalidade foi de
23,5% (4 casos). Destes 2 animais morreram aos 4 dias, | animal aos 10 dias e | animal aos 16

dias.

Os animais que morreram e foram submetidos a cecostomia apresentaram uma

mortalidade de 15,4% (2 casos), | animal morreu aos 2 dias e outro aos |8 dias.

A taxa de mortalidade apds a intervengao cirurgica e antes da implantagao das células

tumorais foi idéntica nos dois grupos, nao havendo diferengas.

1.2. Avaliacdo da mortalidade e sobrevida apés a implantacado

celular.

Apobs o registo da massa dos animais, adotando a mesma metodologia descrita no

ponto anterior, verificaram-se os seguintes resultados:

Tabela 6: Descricdo global dos animais submetidos as diferentes abordagens cirargicas e apos a
implantacao celular.

Média de Média de . .
. . . < N° de Mortalidade Mortalidade

Cirurgia dias até . massa . .

. = animais s . por cirurgia global

implantacao inicial (g)
Colostomia 20,77+7,0 13 (54,2%) 236,08 £ 17,61% 4/11 (30,8%)**

11124 (45,8%)

Cecostomia 18,73+7,6 I'1(43,3%) 234,64 = 17,36* 7111 (63,6%)**

* p=0,955, teste de Mann-Whitney; ** p=0,107, teste de qui-quadrado

Dos dados recolhidos representados na tabela 6, observou-se que a taxa de
mortalidade apés a implantagio das células tumorais foi de 45,8% nao tendo significado
estatistico quando comparada entre os dois grupos (p=0,955), apesar de ser maior no grupo

da cecostomia (63,6%) que no grupo da colostomia proximal com fistula distal (30,8%).

Relativamente a percentagem de variagao de massa relativamente a massa inicial para
cada tipo de intervengao cirurgica, verificou-se que para o grupo com colostomia proximal
com fistula distal o ganho ponderal é crescente e com uma velocidade sensivelmente
constante, que se traduziu num aumento ponderal estatisticamente significativo ao longo do

tempo (Teste de Friedman: p <0,001) [Figura 12].
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Ja relativamente ao grupo de animais submetidos a cecostomia observou-se que o
padrao de ganho ponderal foi diferente do anterior. Os animais comegaram por perder massa,
oscilando entre pequenas perdas e ganhos ponderais até cerca de |10 dias. A partir dessa data
os animais comegaram a recuperar e aos |2 dias ultrapassaram, em média, a massa inicial. Aqui,
o ganho foi lento até aos |8 dias, entre os |18 e os 32 a 34 dias a velocidade de ganho ponderal
diminuiu drasticamente continuando a diminuir mais lentamente até cerca dos 48 dias, altura

em que o ganho ponderal continuou a existir de forma mais constante [Figura 12].

0,35

e

=4~ Colostomia p<0,001
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Figura 12: Grafico representativo da variacdo de massa relativamente ao instante inicial para cada
cirurgia, ao longo de 60 dias; ‘ p <0,100, © p <0,050.

0,10

Por outro lado, verificou-se que logo aos 2 dias existiu uma tendéncia para que os
animais submetidos a colostomia proximal com fistula distal recuperaram mais massa que os
animais que foram submetidos a cecostomia (Teste de Mann-Whitney: p <0,055), e que entre
os 10 e os 18 dias os animais submetidos a colostomia proximal com fistula distal ganharam
mais massa que os animais submetidos a cecostomia (de facto, enquanto no grupo de animais
submetidos a colostomia proximal com fistula distal existiu um ganho ponderal, no grupo de
animais submetidos a cecostomia existiu em média perda de massa). Os resultados foram

semelhantes por volta dos 40 dias e entre os 48 e os 56 dias.
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Na andlise da sobrevida média entre as diferentes abordagens cirlrgicas, através de
curvas de Kaplan Meier, verificou-se que nio existe diferenca estatisticamente significativa

(Teste de Log-Rank: p=0,304) [Figura 13].
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Figura 13: Curvas de Kaplan Meier representativas da probabilidade estimada de sobrevida entre as
diferentes abordagens cirurgicas, ao longo de 60 dias.

Analisando a mortalidade e a sobrevivéncia global dos animais submetidos as diferentes
abordagens cirurgicas, independentemente destas, observou-se [Figura 14] que o grupo de
animais sobreviventes tem um ganho ponderal sensivelmente constante ao longo dos 56 dias
de avaliagcao possiveis (teste de Friedman: p=0,464), principalmente até cerca do 38-40 dias,
momento a partir do qual o ganho ponderal estabiliza. Contrariamente, nos animais que
morrem existiu perda de massa; a tendéncia é no sentido de ocorrer um ganho ponderal
pouco marcado, com muitas oscilagoes, até cerca do 38° dia, comegando a haver perda de

massa, em média, a partir desta data e até a morte (teste de Friedman: p<0,001).
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sobreviveram e que morreram dentro de uma janela tempo de 56 dias.

Analisando a sobrevivéncia (tempo de follow-up até aos 60 dias), verificamos que o

tempo médio de sobrevida é de 47,74 + 3,52 dias, esperando-se que, na populagao, este

tempo possa variar entre os 40,85 dias e os 54,64 dias, com 95% de intervalo de confianga

[Figura 15].

- Fung3o de sobravivéncia
107 " Censurado

]
9

> o]
~
0
[¢]
[%5]

O 05
o
(]
o
[+]

O 0449
i
«
S

e 024
o

007

T T U U L T T
[} 10 20 0 40 9 -]

Tempo (dias)

Figura 15: Curvas de Kaplan Meier representativas da
probabilidade estimada de sobrevida global dos animais
submetidos as diferentes abordagens cirdrgicas, ao longo de 60
dias.
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2. Avaliagdo das Imagens com ’"Tc-MIBI

Ao longo de varias semanas apés a implantagao foi realizada imagiologia com °mTc-MIBI
para verificar se havia desenvolvimento tumoral e desenvolvimento de metastases nos

principais 6rgaos [tabela 7].

Tabela 7: Sumario de informagées recolhidas da avaliagao das imagens com Omre MIBI.

Captagao no local | N° de semanas  Captacdo

Aniwal n Cirurgi de implantagdo | apés implantaggdo 2 distancia.

I Colostomia n - n
4 Colostomia n - n
5 Cecostomia n - n
8 Colostomia n - n
9 Cecostomia s | n
10 Cecostomia s 3 n
I Colostomia n - n
12 Colostomia s | n
17 Colostomia s 4 n
18 Cecostomia n - n
19 Colostomia s 4 n
21 Colostomia s 4 n
22 Colostomia s 4 n
24 Colostomia s 2 n
26 Colostomia n - n
27 Colostomia s 2 n
28 Cecostomia n - n
29 Cecostomia s 2 n

s- sim; n-nao

Os animais que expressaram tumor tiveram captacao tumoral, contudo esta captagao foi
heterogénea. Os tumores que evidenciaram maior necrose tumoral na histopatologia foram os

mesmos que apresentaram menores capta¢oes do radiofarmaco.

Nas figuras 16a e 16b pode-se visualizar a captagdo do radiofarmaco e observar que a

captagao desta é heterogénea,
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Figura 16: Imagens da captacdo tumoral de um animal
submetido a uma cecostomia, | semana apés implantacdo
das células tumorais (a), e de um animal submetido a uma
colostomia proximal e fistula distal, 2 semanas apods a
implantacdo das células tumorais (b). Ambas as imagens
foram obtidas 60 minutos ap6s administracio do
radiofarmaco (99mTc-MIBI). As setas a amarelo indicam os locais
cuja maior captagao do radiofirmaco na cecostomia ou na colostomia
distal, demonstrando o possivel sucesso da xenotransplantagao.
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3. Avaliacdo das Imagens com '*F-FDG

Quatro semanas apos a inje¢ao das células tumorais foi realizada imagiologia com

I8F-FDG para verificar se havia desenvolvimento tumoral e desenvolvimento de metastases nos

principais 6rgaos [tabela 8].

Tabela 8: Sumario de informacdes recolhidas da avaliagcdo das imagens com '8F-FDG.

Captagao no

Animal Cirurgia local Captacdo a distincia  Correlagdo com Histologia
(]
n . _
de implantagao
4 Colostomia n n -
s (toricica e Presenga de BALTY,
5 Cecostomia n sem correlagdo com a
coluna)
coluna
8 Colostomia s n Nao apresentou tumor
primario
9 Cecostomia s n API”eser)tolu.tumor
primario
10 Cecostomia s n API’eSefltolu.tumor
primario
11 Colostomia s s (coluna) Nao apre;enltc?u tumor
primario

s- sim; n-nao

|- do inglés, Bronchus-associated lymphoid tissue; tecido linfoide associado aos brénquios.

Os animais que apresentaram tumores primarios apresentaram captagao tumoral (animal 9

e 10) [figura 17], contudo houve captaciao do radiofirmaco, em locais sobreponiveis com o

local de implantagdo celular em animais que nao apresentaram tumor primario no estudo

histolégico (animal 8 e | 1); por outro lado, em dois casos (animal 5 e | 1) verificou-se captagao

do radiofarmaco a distancia, sendo que o animal 5 apresentou forte captagao toracica [figura

18], e os animais 5 e I | na coluna.

Nas figuras 17 e 18 pode-se visualizar a captagao do radiofarmaco analogo da glucose.
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Figura 17: Imagens da captacdao tumoral de um animal
submetido a uma cecostomia 4 semanas apds a
implantacdo das células tumorais e 45 minutos apé6s
administracdo do radiofarmaco ('8F-FDG).

Figura 18: Imagens da captacio toracica (=) e da
coluna () de um animal submetido a uma
cecostomia 4 semanas apos a implantacido das células
tumorais e 45 minutos apdés administracio do
radiofarmaco ('8F-FDG).
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4. Analise Histopatolégica

O resultado da avaliagao histoldgica dos espécimes excisados consta da tabela 9.

Tabela 9: Resultado da avaliacdo histolégica

. Metastases encontradas em ratos com tumor
Desenvolvimento

Metastases nos Metastases Metastases
Ci . tumoral A e L
irurgia ganglios linfaticos hepaticas pulmonares
NUmero de ratos (%) Nudmero de ratos (%) Numero de ratos Ndmero de ratos (%)
(%)
Colostomia 6/13 (46%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
Cecostomia 4/10 (36%) 0/4 (0%) 0/4 (0%) 0/4 (0%)

Independentemente do tipo de intervengdo cirdrgica realizada, os tumores
desenvolvidos no local da implantagao celular sao adenocarcinomas invasivos moderadamente
diferenciados [Figuras 19a e 19b], com padrao morfolégico sobreponivel ao observado nos

humanos.

Figura 19: Aspeto microscopico dos tumores, em grande ampliacdo (microscopio Leica DMI1000),
quer no grupo das colostomias a: rato 24) quer no das cecostomias (b: rato 9). Salienta-se o padrdo
arquitetural cribiforme e o elevado nimero de mitoses (=).
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Os tumores infiltram todas as tlUnicas da parede intestinal [Figura 20a e 20b], induzem
o aparecimento de reagao inflamatoria mononucleada [Figura 2la e 2Ib] e/ou reagao

desmoplasica e tém necrose [Figura 22].

Figura 20: a, b: Rato 9 - Distribuicdo transmural do tumor [*] (M - mucosa, SM - submucosa, MP -
muscular prépria, S - serosa).

|

A
¥
i
A a
Figura 21 a, b: Rato 9 - Reacdo Inflamatéria (*) induzida pelo tumor (T). E constituida por células
mononucleadas, focalmente associadas a eosinofilos.

LE
i d
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H/E x40

Figura 22: Rato 24 - Imagem de necrose tumoral (*).

Nenhum dos animais em que se documentou adenocarcinoma apresentou metastases,
quer nos ganglios linfaticos loco-regionais quer a distancia no figado ou nos pulmaoes; ainda que
a observagiao macroscoépica das superficies externa e de secgiao destes 6rgaos o sugerisse, pela
presenca de pequenas formagoes nodulares brancas [Figura 23a e 23b]. A analise microscépica
revelou tratarem-se de agregados inflamatérios benignos, que nos pulmoes correspondem a

“Tecido Linféide Associado aos Brénquios — BALT” [Figura 24a e 24b].

: o ——
Figura 23: Rato com colostomia e fistula cutaneo-mucosa injetado com 14%10¢ células WiDr
apo6s 2 meses. Aspeto macroscépico das formagées nodulares no figado (a) e no pulmiao (b).
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Figura 24 a, b: Rato 9: Sec¢bes histologicas das formacoes nodulares descritas macroscopicamente,
nos pulmdes (B - bronquios); e que correspondem a “BALT” (*).
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Discussao

O desenho de modelos experimentais viaveis que mimetizem melhor a doenga
oncolégica € uma vontade ha muito tempo idealizada, desse modo, a concretizagio do
primeiro modelo de xenotransplantagao, em 1969 (Rygaard and Povlsen, 1969), constituiu um
marco historico cientifico na investigagdo em oncologia, tornando-se uma ferramenta
imprescindivel em qualquer estudo para a compreensao do cancro. Apesar das claras
vantagens sobre os modelos in vitro, até a altura disponiveis, rapidamente as desvantagens que
o modelo de xenotransplantagao subcutineo apresentava levaram a idealizagio de novos
modelos e mais “proximos” do Homem. Foi praticamente 20 anos depois que foi apresentado
o primeiro modelo ortotépico colorretal, pelo grupo de Robert Bresalier (Bresalier et
al., 1987), com a implantagao de células tumorais no cego de animais atimicos.
Apesar das vantagens que este modelo apresentava em relagao ao subcutaneo, a realidade ¢
que o modelo teve menor aceitagio por parte da comunidade cientifica que o modelo
anterior, que continuou a singrar como modelo in vivo preferencialmente usado. Tal deveu-se a
sua maior facilidade de manipulagao e controlo da experimentagdo (Céspedes et al., 2006).
Contudo, recentemente (2006), apos se ter reconhecido o papel da interagao tumor-estroma,
mecanismo nao evidenciado e de dificil compreensao no modelo subcutineo (Bhowmick and
Moses, 2005; Langley and Fidler, 201 |; Briest et al., 2012; DeVita and Rosenberg, 2012), os
modelos ortotdpicos tém ganho nos ultimos anos maior importancia, nomeadamente pela
Industria Farmacéutica, que reconheceu nestes modelos maior interesse enquanto modelos de
estudo pré-clinicos (Killion et al.; Kubota, 1994; Hoffman, 1999; Bibby, 2004; Céspedes et al.,
2006). Nas ultimas décadas de investigagao em oncologia muito poucos ensaios clinicos de fase
3 tém qualquer tipo de sucesso, comparativamente a qualquer outra area terapéutica (Francia
and Kerbel, 2010), o que sublinha a necessidade de validar o sucesso de muitas novas

moléculas moléculas tém em estudos in vitro e in vivo (Matarese et al., 2012).

A ideia do desenvolvimento de modelos experimentais recorrendo a colostomia para
o estudo do adenocarcinoma colorretal nao é propriamente uma novidade. O primeiro
modelo experimental para a compreensao do desenvolvimento deste cancro, recorrendo a
esta abordagem cirdrgica, nasceu em 1994, onde submeteram ratos Fischer F344 a colostomias
duplas no coélon transverso e os animais foram depois tratados com DMH (I,2-
dimetilhidrazina) e MAM (acetato de metilazoximetanol), obtendo resultados muito
interessantes, ja que 48,1% dos tumores excisados foram identificados como adenomas e
51,9% como adenocarcinomas (Zhang and Lam, 1994). Ainda que este trabalho seja um
modelo induzido, os seus resultados abriram portas para o desenvolvimento de modelos
ortotopicos que possibilitassem melhor acesso e controlo da experiéncia. Contudo sé em

2009 é que nasce o primeiro modelo ortotopico de adenocarcinoma colorretal com recurso a
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colostomia, onde ratinhos atimicos sem pelo BALB/C nu/nu foram submetidos a colostomia
em ceco (cecostomia) e sendo posteriormente implantados, na mucosa cecal, fragmentos de
tumores excisados de ratinhos da mesma estirpe que haviam sido injetados subcutaneamente

com células deficientes do gene hMSH2 da linha celular LoVo (Jin et al., 2009).

E sabido que a incidéncia do adenocarcinoma colorretal difere nas diferentes zonas do
proprio intestino grosso, ja que 30% de todos os cancros colorretais surgem no colon
proximal e 25% no colon sigmoide, que juntamente com a incidéncia do cancro do reto siao os
mais frequentes (Milne, 1994). Estas diferengas na incidéncia do cancro no célon e reto, vém
de encontro a outros factos que se sabem sobre o intestino grosso, como as diferengas
embrionarias existentes, ja que o cédlon proximal deriva do intestino médio embrionario, e o
colon distal deriva do intestino posterior embrionario (Sadler, 2012). Tais factos levam a
diferengas anatomicas como a irrigacdo sanguinea diferente, a expressao de diferentes
antigénios, diferente metabolizacao de glucose e de butirato, além da propria concentragao de
acidos biliares e da composicao ou da populagao bacteriana (Bufill, 1990; Pocard et al., 1995;
Distler and Holt, 1997). Mais recentemente, foi descoberto que a expressao génica ¢ diferente
em mais de 1000 genes entre estas duas regioes do intestino (Glebov et al., 2003; Birkenkamp-

Demtroder et al., 2005; Meguid et al., 2008).

Deste modo o atual modelo ortotopico de adenocarcinoma colorretal, descrito
anteriormente, de ceco, nao mimetiza, por exemplo, a fisiopatologia do cancro do célon

esquerdo e reto.

O desenvolvimento do modelo animal de cecostomia, juntamente com o desenvolvido
em 1994, da colectomia do sigmoide e formagao de colostomia, foram avang¢os muito
importantes para o desenvolvimento de um melhor modelo que viesse preencher as falhas dos

modelos até agora desenvolvidos.

Modelos ortotopicos em colon distal nunca foram descritos, tal deve-se a curta
longevidade destes animais quando injetados com células tumorais humanas na mucosa do
colon, que com o crescimento tumoral, leva a oclusdao intestinal, e deste modo a morte
precoce, sem que surjam metastases. O facto de propormos um modelo com uma colostomia
para a normal eliminagao das fezes e uma fistula distal na zona do célon sigmoide de forma a se
poder implantar as células tumorais humanas de cancro colorretal ou até mesmo fragmentos

de tecidos, vem descorar essas limitagdes e € um modelo inovador.

De forma a comparar o novo modelo com o modelo de cecostomia proposto pelos

autores chineses (Jin et al., 2009), submeteu-se 17 animais a colostomias proximais com fistula
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distal e 13 a cecostomias, através de procedimentos de microcirurgia, tendo obtido uma

mortalidade global de 20% ao fim de 18 dias.

Apos uma otimizagao do procedimento cirurgico da colostomia com fistula distal, de
forma a adequar a abordagem do procedimento usado na pratica clinica alteramos o
procedimento cirlrgico proposto pelo grupo chinés, ja que no procedimento proposto por
este grupo, que colocam o estoma no lado esquerdo do abdémen, mesmo que nio seja esta a
localizagao do cego (Jin et al., 2009). No nosso modelo a cecostomia foi construida a direita
dos animais e no caso da colostomia proximal com fistula distal os dois estomas foram
colocados a esquerda do abdémen dos animais, respeitado assim a localizagao habitual dos

diferentes segmentos do colon,

Apesar da rapida recuperagao dos animais a intervengao cirurgica, a total normalizagao
do transito intestinal foi lento. No caso dos animais submetidos a colostomias proximais, o
normal retorno do funcionamento intestinal foi uma das principais dificuldades com que nos
deparamos, dado que a presenc¢a de quadros de obstrugao intestinal ocorreram, bem como
quadros de diarreia, constituindo as principais causas de morte (4 casos). No caso dos animais
submetidos a cecostomia a principal dificuldade deveu-se a dificil cicatrizagao, pouco tempo
apos a cirurgia, comegavam a aparecer sinais de eritema cutaneo, devido ao contacto dos das
fezes com a pele, com o aparecimento de sinais de dermatite quimica. Em alguns casos, os
animais acabaram por desenvolver deiscéncia das suturas, com consequente prolapso intestinal

e morte (2 casos).

Analisando a mortalidade observada nos 20 apds a intervengao cirurgica, a taxa de
mortalidade global foi de 20% (n=6). Nao se verificaram diferengas com significado estatistico
quando comparamos as taxas de mortalidade de cada grupo. A mortalidade no grupo da

cecostomia foi de 15,4% (2 casos) e no grupo da colostomia de 23,5% (4 casos).

Apos cicatrizagdo da cecostomias (18,73+7,6 dias) e do normal funcionamento
intestinal dos submetidos a colostomia proximal com fistula distal (20,77+7,0 dias),

procedemos a implantagao das células da linha celular WiDr.

Através da monitorizagao diaria e registo da massa destes animais constatou-se que,
no grupo das colostomias proximais com fistula distal, houve poucas complicagoes apos a
implantagao, com ganhos ponderais e crescentes de massa. No grupo da cecostomia, o padrao
de ganho ponderal expressou-se de maneira totalmente diferente, que se refletiu numa maior
dispersao de erros padrao, resultado das diferentes complicagoes associadas ao procedimento
cirurgico, ja que a grande maioria destes animais apresentou quadros de dermatites quimicas

ligeiras, que em casos de exposicao mais persistente levou ao aparecimento de papulas
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vermelhas em torno do estoma. Em situagbes mais raras observou-se uma resposta
inflamatéria mais exuberante, com o aparecimento Ulceras e granulomas junto do estoma,
cujas causas podem ser devias a ma cicatrizagao e infegao, complicagées comuns ao Homem

(Husain and Cataldo, 2008; Butler, 2009; Burch, 2010).

O cego do rato é metabolicamente muito ativo, e maior comparativamente ao
humano, sendo uma cuba de fermentagao funcional que contém concentragoes elevadas de

bactérias (Boivin et al., 2003; M. Treuting and M. Dintzis, 201 I).

Esta abordagem cirurgica leva a alguma exposicao cutinea dos animais aos contelidos
do ceco. Tal como observado em humanos, a pele dos ratos possui as células necessarias para
o inicio de uma resposta imunolégica, que sao células apresentadoras de antigénios e linfécitos,
cuja fungao é regulada e modelada por outras células, tais como os queratinécitos, mastocitos,
eosindfilos e células endoteliais (Salles et al., 2009; M. Treuting and M. Dintzis, 201 1). Mesmo
que estes animais possuam deficiéncia de células T, continuam a preservar a fungao das células
B e expressam maior atividade das células NK (Raff and Wortis, 1970; Sprent and Miller, 1972;
Herberman, 1978; Davies et al., 1983), o que apesar de alterar a atividade e a resposta
imunitaria, ndo impede que ocorra. O contato das fezes com a pele precipita esta resposta

inflamatoria que agrava ao longo do tempo.

Um fator muito interessante de salientar é que logo aos dois dias, apos a implantagao
das células, existe uma tendéncia para que o grupo da colostomia recuperasse mais massa do
que o grupo de cecostomia, mostrando a maior vulnerabilidade dos animais submetidos a
cecostomias. Voltando a verificar-se este quadro em diversos periodos de tempo ao longo do

estudo (entre os 10-18 dias, aos 40 dias e entre os 48 e os 60 dias).

A mortalidade comparada entre os dois grupos, apesar de nao expressar uma
diferenga estatistica significativa, mostrou uma tendéncia para uma maior mortalidade no grupo
da cecostomia, com uma taxa de mortalidade de 63,6% (7/11 animais) o que corrobora os
resultados que a monitorizagdo e o registo de massas evidenciaram. A ocorréncia de menos
complicagoes associadas a cirurgia, levaram a uma maior longevidade e melhor progressao e
evolucdo do xenotransplante, traduzindo-se numa menor taxa de mortalidade (30,8% - 4/13

animais), no grupo da colostomia relativamente ao da cecostomia.

A partir dos resultados obtidos também observou-se que a perda de massa acaba por
ser um bom indicador da mortalidade ja que o grupo de animais sobreviventes, expressaram
ganhos ponderais sensivelmente constantes ao longo do tempo. Nos animais que morreram a

perda de peso, é estatisticamente significativa.
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As Curvas de Kaplan Meier representativas da sobrevida média entre as diferentes
abordagens cirurgicas, ao longo de 60 dias, reforcando o que mostram os outros resultados, ja
que mesmo sem que haja diferengas estatisticamente significativas comparando a sobrevida
média entre os dois grupos de animais, ha uma tendéncia para melhor sobrevida por parte dos

animais submetidos a colostomia proximal com fistula distal.

O sucesso da implantagio da celular e do desenvolvimento de tumor primario foi
apesar de tudo baixo para esta linha, independentemente do tipo de intervengio cirurgica, o
que vai de encontro a outros trabalhos com recurso a esta linha, que destacam a baixa
tumorigénese e a baixa taxa de metastizagao a distancia (Wang et al, 2003; Flatmark et al,,
2004). Contudo, os animais que desenvolveram tumor, quer no caso do grupo da colostomia
proximal com fistula distal (6/13 casos - 46%), quer no grupo da cecostomia (4/10 casos —
40%) apresentaram adenocarcinomas invasivos moderadamente diferenciados com padrao
morfolégico sobreponivel ao observado em humanos (Bosman et al., 2010),e semelhante ao

observado no trabalho do grupo chinés (Jin et al., 2009).

Uma das desvantagens encontradas nos modelos ortotopicos em detrimento de
outros € o facto de estes nao apresentarem uma resposta imunitaria (Céspedes et al., 2006),
devido principalmente a estes animais apresentarem um sistema imunitario alterado
(Herberman, 1978; Davies et al., 1983). Contudo, e partindo do que observamos pelo estudo
histolégico ha uma forte presenca de células imunitarias nao s6 na muscosa intestinal, mas
também em tecidos circundantes, e nos casos em que had presenga tumoral, ainda podemos
observar algum infiltrado de células imunitarias, independente da cirurgia submetida e, uma
resposta inflamatéria local aguda, por vezes croénica e até uma forte presenca de morte celular

por necrose, sem metastases a distancia.

O facto é que a mutagao genética induzida nestes animais que leva ao deterioramento
ou auséncia do timo, é tido como fator critico na nao formacao de respostas imunitarias por
parte destes animais, contudo esta alteraciao leva a que estes animais nao consigam gerar
linfocitos T maduros, impedindo que consigam formar a maioria das respostas imunes, ja que a
formacao de muitos anticorpos, algumas respostas mediadas por células e a rejeicio de
(xeno)transplantes ser mediada por células T (auxiliares e citotoxicas), bem como
glicoproteinas associadas as células T (p.e. CD4+ e CD8+). Apesar disso, respostas
imunitarias associadas e despoletadas por outros tipos de células continuam ativas, além do
que estes animais possuem expressoes baixas de células T, e raramente estas estiao

completamente ausentes (Fogh and Giovanella, 1982; River, 2010).
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A inflamacao é um processo fisiologico em resposta a lesoes tecidulares resultantes de
infecoes patogénicas microbianas, irritacio quimica, e/ou feridas (Philip et al., 2004; Lu et al,,
2006; Grivennikov et al., 2010). Nas primeiras fases da resposta inflamatéria, os neutréfilos sao
as primeiras células a migrarem aos locais de inflamagao sob a regulagio de moléculas
rapidamente produzidas por macrofagos e mastocitos dos tecidos (Coussens and Werb, 2002;
Nathan, 2002; Lu et al., 2006). Com a progressao da inflamagao, varios tipos de leucocitos,
linfocitos e outras células inflamatorias sao ativadas e atraidas ao local por uma rede de
sinalizagdo que envolve um grande nimero de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas
(Coussens and Werb, 2002; Nathan, 2002; Medzhitov, 2008). Todas as células recrutadas para
o local de inflamagao contribuem para a degradacao do tecido e sao benéficas, fortalecendo e

mantendo a defesa contra a infecao (Coussens and Werb, 2002) [figura 25].

LESAO DO TECIDO

AN

A

Produtos Produtos
microbianos do hospedeiro

l%

Morte celular
por necrose

|<_

INFLAMACAO

Figura 25: Inicio da resposta inflamatéria despoletada
por agentes microbianos e do tecido lesado
(adaptado) (Nathan and Ding, 2010).

Contudo também existem mecanismos que previnem que a resposta inflamatoria
perdure por demasiado tempo (Maiuri et al., 2004). A mudanca de danos nos tecidos por uma
acao antibacteriana para reparacao dos tecidos ocorre com o auxilio de moléculas pro-
inflamatorias e anti-inflamatoérias (Maiuri et al., 2004; Lu et al., 2006), como a prostaglandina E,,
TGF-B e espécies reativas de oxigénio (ROS — do inglés, Reactive Oxigen Species) e
intermediarios de azoto (RNS — do inglés, Reactive Nitrogen Species) (Hodge-Dufour et al.,
1998; Levy et al., 2001; Reuter et al, 2010). A resolugido da inflamagao requer também uma
rapida depuragao programada de células inflamatorias: desde macréfagos vizinhos, células
dendriticas, e fagocitos de apoio cumpram este papel através da indugao de apoptose a

fagocitose (Savill et al., 1989, 2002; Savill and Fadok, 2000; Lu et al., 2006).
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Porém, caso a resolugio da inflamagao esteja desregulada, as respostas celulares
mudam para um padrao de inflamagao crénica. Na inflamagao croénica, os focos inflamatorios
sao dominados por linfocitos, células do plasma e macrofagos com morfologia variada (Philip et
al, 2004; Colotta et al., 2009; Grivennikov et al., 2010). Macrofagos e outras células
inflamatérias geram uma grande quantidade de fatores de crescimento, citocinas e espécies
reativas de oxigénio e de azoto que podem levar a danos no DNA (Coussens and Werb, 2002;
Mantovani et al., 2004; Hanahan and Weinberg, 2011). Se os macrofagos bem como outras
células com agao inflamatéria forem ativados de forma persistente, estes podem levar a
continuos danos dos tecidos (Macarthur et al., 2004). Um microambiente constituido por
todos os elementos descritos acima evolui numa proliferacao celular sustentada induzida por
danos continuos tecidulares, que predispoem a inflamagao croénica, e a neoplasia (Balkwill and

Mantovani, 200 |; Medzhitov, 2008).

Uma resposta inflamatéria aguda pode escalar rapidamente e agravar-se,
desencadeando-se a libertagio de mediadores pro-inflamatérios como os eicosanoides,
citocinas, quimiocinas e protéases, que levam ao recrutamento de leucécitos e sua ativagio
(Lawrence et al., 2002; Lawrence, 2007). Existe uma enorme capacidade de sinergia e
redundancia dentro desta resposta, mas diversos mediadores-chave foram identificados, cuja
inibicao pode levar a um profundo efeito anti-inflamatoério. Um desses mediadores parece ser
o TNF-a (do inglés, Tumor necrosis factor) que foi estabelecido como um importante alvo
terapéutico numa variedade de doencas inflamatérias crénicas (Feldmann and Maini, 2003) e,
que fornecem a prova mais evidente da ligacdo do cancro a inflamagao (Moore et al., 1999;

Arnott et al., 2004; Feng et al., 2010).

Apesar da inflamacao progredir, por vezes, de aguda a cronica (Nathan and Ding,
2010), estes dois tipos de inflamagao foram sempre tidos como atores que desempenham
papéis opostos: a inflamagdo crénica promove o desenvolvimento tumoral, e a inflamagao
aguda opoe-se a esse desenvolvimento (Philip et al., 2004; Disis, 2010). A ideia desta dualidade
de papéis vem por diversos estudos, principalmente na Ultima década. Virchow observara que
a inflamagao crénica levava a proliferagao celular e ao desenvolvimento tumoral, em 1858,
contudo os patologistas prestavam pouca atencao ao facto de algum tipo de inflamagao estar
na maioria das vezes associada a um cancro invasivo (Balkwill and Mantovani, 2001). Além
disso, estudos que demonstraram o papel oposto por parte da inflamagao aguda partiram por
Fehleisen (Fehleisen, 1882) e Bruns (Bruns, 1887). Estes cientistas infetaram artificialmente
com a bactéria erysipelas e obtiveram uma dramatica regressio de, por vezes, cancros
incuraveis. A hipotese gerada por estes estudos levou ao desenvolvimento de um tratamento

de cancro superficial de bexiga, em que apods a ressegao cirurgica, organismos vivos através da
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vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) sao infundidos na bexiga de modo a causar uma infecao
local/inflamagdo, que parece destruir células tumorais residuais e desse modo prevenir a

recidiva (Morales et al., 1976; Rakoff-Nahoum and Medzhitov, 2009).

Atualmente sabe-se que a progressio da inflamacio aguda a cronica, é uma
consequéncia de uma resposta imunitaria inapropriada, resultando numa inflamagio sem
aparentes sinais de melhoria, que se acredita que cause uma “combustio latente” croénica, e
por vezes subclinica podendo ser a causa de muitas doengas no Homem, nomeadamente o

cancro (Nathan and Ding, 2010).

Quer a inflamagao quer o cancro sao processos patolégicos complexos sob o controlo
de muitos fatores (Coussens and Werb, 2002; Nathan, 2002; Hanahan and Weinberg, 201 1),
cujos papéis estao relacionados. Na figura 26, encontramos sumariados os mecanismos
subjacentes ao envolvimento da inflamagao no desenvolvimento do cancro, aqui brevemente

abordado, apesar de muitas associagoes ainda estarem por revelar.

Resolugio da
Inflamacgio

Inflamagdo Aguda
Inflamagdo Crénica

Células
Inflamatdrias

Citocinas pré-inflamatdrias EGF MMPs, MCPs Quimiocinas
(pe.TNF-g, IL-1)

INF-kB, NFAT, STAT3
Danos/ mutagdes do
DNA

Microambiente Inflamatério

ROS/RNS

I Iniciagio tumoral I I Promocgdo e Progressio tumoral I - I Invasio e mestastizagdo I)

Figura 26: Infecdo microbiana, irritacdo quimica e les6es dos tecidos:
sumario dos mecanismos envolvidos na inflamacdo e no
desenvolvimento do cancro (adaptado) (Lu et al., 2006).

O facto é que a partir dos resultados que fomos obtendo logo apos as intervengoes
cirdrgicas nao podemos descorar a importancia que a inflamagdo e a resposta imunitaria

acabaram por trazer a este trabalho.

Os animais foram submetidos a intervengdes cirlrgicas que despoletaram por si s6
uma resposta inflamatéria normal associada. O stress induzido por cirurgia, apesar de

geralmente controlado, tem como principais causas o stress fisiologico, a lesao dos tecidos, a
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redistribuicio do volume intracelular ou as disfungdes dos érgaos (Holbrook and Udelsman,
1994), que leva ao desencadeamento de uma resposta inflamatéria localizada, que ativa uma

resposta mediada por citocinas.

Esta cascata inflamatoria € iniciada pela produgao, principalmente, de IL (interleucina) -
IB e de TNF-a seguida de IL-6 e IL-8 (Damas et al., 1997).

Ja se sabe que as citocinas estdo envolvidas na resposta ao tratamento cirurgico, e a
resposta sistémica que produzem foi bem estudada e revista (Lin et al., 1998; Chalhoub et al.,
201 1). Esta resposta no que diz respeito a tipos de intervengdes cirlrgicas especificos, como
cirurgias localizadas, esta resposta também tem sido bem estudada (Tsukada et al,, 1993; Ono
et al, 1995; Lin et al.,, 1998; van Berge Henegouwen, 1998; Krohn et al,, 1999; Grellner et al,,
2000; Sido et al., 2004).

Estudos mostraram que especificamente intervengdes cirlrgicas no abdémen, onde
podemos incluir as cirurgias gastrointestinais, levam a producao exacerbada de TNF entre
outras citocinas, que se podem manter elevadas durantes alguns dias (Tsukada et al., 1993; Lin
et al, 1998; van Berge Henegouwen, 1998; Sido et al, 2004), mas que podem manter-se

elevadas na presenca de complicagoes pos-cirdrgicas (van Berge Henegouwen et al., 1998).

Apesar de aprovado como agente anticancerigeno, o fator de necrose tumoral (TNF)
foi implicado tanto no desenvolvimento como na progressao do cancro em alguns modelos
pré-clinicos (Mocellin and Nitti, 2008). Em particular, como um mediador central da
inflamagao, o TNF pode representar uma das ligagoes moleculares entre inflamagao croénica e
subsequente desenvolvimento de doenga maligna (Locksley et al., 2001; Bertazza and Mocellin,
2008, 2010; Mocellin and Nitti, 2008). Além disso, a expressao desregulada de TNF dentro do
microambiente do tumor parece favorecer a invasao de tecidos malignos de células, a migracao
e finalmente formagao de metastases (Balkwill, 2006; Mocellin and Nitti, 2008; Bertazza and
Mocellin, 2010). Por outro lado, o TNF possui efeitos antitumorais, nao apenas em modelos
pré-clinicos, mas também no contexto clinico (van Horssen et al., 2006; Assier et al., 2012;
Schneiders et al,, 2012), ja que o TNF é inicialmente produzido por macréfagos (tipo MI) e
células NK, que também desempenham papéis antitumorais (Whiteside and Herberman, 1995;

Mantovani et al., 2004).

Partindo do conhecimento acerca do TNF, o da sua dualidade de papéis e forte
presenca associada a intervengoes cirdrgicas no abdémen, podemos afirmar que no contexto
deste trabalho, esta citocina deve ser tida em conta e o seu duplo papel valorizado, ja que,
ainda que nao quantificado, havera fortes indicios que também possa influenciar alguns

resultados obtidos. Principalmente ja que podera ajudar a compreender a baixa taxa de
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sucesso de implantagiao celular, e de invasio celular e metastizagdo para a linha celular
utilizada, uma vez que estudos, in vitro, demonstram que o crescimento da linha celular usada
neste trabalho, WiDr, é inibido pelo TNF-a (Sugarman et al., 1985; Sidhu and Bollon, 1993), o
que neste microambiente com presenca inflamatoria do TNF-a, desempenhando um papel
antitumoral mas também promotor da tumorigénese, acabaria por criar mais dificuldades para

a instalagao e promogao desta linha celular, assim como a invasao e metastizagao a distancia.

E ainda necessario considerar na resposta imunitaria inata, para além do papel dos
macrofagos, as células dendriticas, os mastocitos, os linfocitos — que no caso deste modelo
falamos das células B e Natural killers (NK) — mas também os neutrdfilos e os eosindfilos, ja que
no estudo histolégico também foi possivel identificar muitas destas estruturas associadas aos
tumores desenvolvidos. Estas células também desempenham, na sua maioria uma fungao anti e
pro-tumorais (Whiteside and Herberman, 1995; de Visser et al, 2006; Disis, 2010;
Grivennikov et al., 2010) [figura 27; tabela 10].

Progressao neoplasica

Citocinas
pro-inflamatérias

Migrag&o de células
dendriticas e apresentagao
de antigénios
Resposta

Imune Inata
Inibigéo da morte celular
Instabilidade gendmica
Ativagao fibroblastica
AT

linfocitos Antitumoral

Produgao de citocinas citotoxicas
s Citotoxicidade dependente de anticorpos mediados
Orgéos linfoides secundarios por células
Resposta imune adaptativa Lise mediada por anticorpos induzidos pelo sistema
complemento

Figura 27: Modelo da funcdo da imunidade inata e adquirida durante inflamacdo associada ao
desenvolvimento tumoral (adaptado)(de Visser et al., 2006). Antigénios que estio presentes em tecidos em
estado precoce neoplasico sio transportados para os 6rgaos linfoides por células dendriticas que ativam respostas
imunes adaptativas culminando em efeitos promotores de tumorigénese e antitumorais. A ativagdo das células B e
respostas imunes humorais resultam na ativagiao crénica de células imunes inatas nos tecidos neoplasicos. Células
imunes ativadas, como os mastocitos, granulocitos e macrofagos, promovem o desenvolvimento tumoral através da
libertagio de moléculas soluveis pro-sobrevivéncia que modulam programas de expressdo génicos nas células
neoplasicas, culminando na progressao alterada do ciclo celular e no aumento da sobrevida destas células.
Simultaneamente sdo ativados mecanismos que tentam deter e reparar estas alteragdes.

Indugao tumoral
Pro-crescimento
Expansao tecidual
Conversao maligna
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Tabela 10: Papéis desempenhados pelos diferentes subtipos de células imunes e inflamatorias na
imunidade antitumoral e na inflamagdo pré6-tumoral (Munitz and Levi-Schaffer, 2004; Grivennikov et al.,
2010).

Tipos de células Efeitos antitumorais Efeitos pro-tumorais

Imunossupressao; produgao de

Apresentagao de antigénios: . . L
citocinas, quimiocinas, fatores de

Macrofagos e Células dendriticas  producao de citocinas

; . crescimento e fatores
antitumorais .
angiogénicos.
Mastocitos Producio de citocinas
Citotoxicidade direta contra as
Células NK células tumorais; produgio de

citocinas citotoxicas

- . Produgao de citocinas e
Produgao de anticorpos e

Células B . . . anticorpos; ativagao de
células imunes inatas I . -
mastécitos; imunossupressio.
, . .. . Producao de citocinas
Neutrofilos Citotoxicidade direta; s ’

protéases e ROS.
Manutencao de  condi¢des
Eosindfilos Citotoxicidade direta patolégicas como inflamagdo
alérgica e fibrose.

A formagao de tecido linfoide associado aos brénquios (BALT) detetado pela presenca de
agregados linfoides encontrados na mucosa bronquial tem sido associada a defesa do pulmao
contra fatores patogénicos (Gregson et al, 1979). Pode ser encontrada ao longo dos
brénquios principais como acumulagées densas de linfocitos e também costumam estar
presentes algumas células T e B(M. Treuting and M. Dintzis, 201 1).

O papel do BALT na defesa imunolégica do pulmao, nao é bem conhecida (Breel et al,
1988). Sendo assim, a presenga deste tecido linfoide associado aos brénquios, encontra-se
associado a defesa imunologica, pela presenga de linfocitos (células NK e linfécitos B; os
linfocitos T nao se encontram presentes, pois o sistema imunitario é deficiente nestas células)
uma vez que as inflamagdes agudas e cronicas poderiam estar a afetar o pulmao. Uma das
razes para o aparecimento de BALT podera ter sido a deficiéncia em células T (Kocks et al.,
2007), outra das razoes podera dever-se a protecao do sistema respiratorio, ja que as infegoes
se tornaram crénicas, e agudas debilitando rapidamente os animais.

Em termos imagiologicos podemos verificar que nao houve captagao do radiofarmaco a
distancia, excetuando o coragdo que é um local tipico de marcacio deste radiofairmaco,
concordando com os dados obtidos no estudo histologico, em que nao houve formagao de
metastases.

A captagao do radiofarmaco feita no local da implantagao também foi concordante com os
resultados do estudo histologico.

Todos os animais que tiveram desenvolvimento tumoral apresentaram captagao do
radiofirmaco. Mas a captagao do radiofirmaco apresentou diferentes intensidades, devido a

presenca mais elevada ou niao de mitocondrias no tecido tumoral. Os tumores que
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evidenciaram maior necrose tumoral na histopatologia foram os mesmos que apresentaram
menores captagoes do radiofarmaco. Como os tumores apresentam geralmente maior
concentracao de mitocondrias, o radiofarmaco vai ser concentrado nos locais onde se
verificam uma maior concentragao de mitocondrias (Piwnica-worms et al., 1993).

Os resultados obtidos vao de encontro e refor¢am a papel que este tragador pode
desempenhar no acompanhamento de resposta de tumores as terapias ja que em resposta a
terapia, uma menor captagao tumoral pode significar morte celular associada.

Varios fatores celulares internos modulam a captagao do MIBI, por exemplo, as proteinas
multirresistentes da membrana (Pgp — do inglés, P-glycoprotein e MRPI — do inglés, Multidrug
resistance-associated protein 1) e a proteina anti-apoptotica Bcl-2 da membrana mitocondrial
externa pode limitar a retencao de MIBI. Contudo parece claro que o MIBI pode ser utilizado
antes do tratamento para detetar resisténcia a terapéutica, avaliar estado anti-apoptotico e
prever a eficacia do tratamento. Embora o MIBI possa ser utilizado para monitorizar a resposta
do tumor ao tratamento, é necessario ter em conta que o MIBI é incapaz de diferenciar
tumores com a apoptose em curso, daqueles que estio a desenvolver resisténcia a drogas
(Moretti et al., 2005).

Uma grande quantidade de necrose celular acompanhada por irrigagao sanguinea
ineficiente e hipoxia pode alterar significativamente a cinética e reduzir a captagao do MIBI em
tumores. A hipoxia tecidular é um fator importante na determinagao da resposta do tumor ao
tratamento, e a ocorréncia de células hipoxicas em tumores é uma das principais causas de
insucesso da quimioterapia e radioterapia (Kinuya et al., 2002).

No contexto da quimioterapia, a absorcao reduzida de MIBI estd muitas vezes relacionada
com a expressao de moléculas de superficie celular, a glicoproteina-P (Pgp) e proteinas
associadas a multirresisténcia a farmacos (MRP). Assim, os tumores que nao concentrem MIBI
sao mais propensos a deixar de responder a quimioterapia (Del Vecchio et al., 2000; Ballinger,
2001).

No que se refere aos resultados obtidos com o radiofirmaco '8F-FDG nao houve
resultados tio consensuais comparativamente aos resultados com 9°mTc-MIBl. Podemos
afirmar que a captagao do radiofarmaco feita no local da implantagao também foi concordante
com os resultados do estudo histoldgico, uma vez que os dois casos sujeitos a '8F-FDG PEM o
estudo histologico, demonstrou a presenga de tumor primario e a auséncia de metastases a
distincia. Contudo em dois casos foi verificada captagio do radiofirmaco num local
sobreponivel com o local de injecao de células, que nao mostraram no estudo histologico a
presenca de tumor primario. Além de que também se verificaram situagoes de captagao a
distancia, principalmente marcagio toracica (| caso) e coluna (2 casos), sem que no estudo

histologico fosse diagnosticada presenca de metastases, mas sim a presenga de BALT.
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Recorrendo a esta técnica de imagiologia molecular podemos monitorizar o metabolismo
de glucose nos tecidos, partindo do conhecimento que os tumores sao hipermetabdlicos
(efeito de Warburg) (Miles and Williams, 2008). Contudo essa caracteristica tumoral é
multifatorial e muito complexa, para a qual contribuem componentes relacionados com o
tumor (p.e. tipo e diferenciagao histoldgica), alteragoes bioquimicas e moleculares (p.e. a via
metabolica de glucose, hipoxia) e constituintes nao relacionados diretamente com o tumor,
como a inflamagao (Haberkorn et al., 1994; Clavo et al.,, 1995; Pauwels et al., 1998; Mochizuki
et al, 2001; Jadvar et al., 2009).

Em termos simples, postulou-se que a relagdo entre o crescimento tumoral e o
metabolismo da glucose pode ser explicada em termos de adaptagao a hipoxia através da
regulacao positiva de transportadores de glucose (GLUTs) e translocagio e atividade
enzimatica aumentada de hexoquinase.

No entanto, a producao de energia através da glicolise é relativamente ineficiente (2
trifosfatos de adenosina produzida por glucose com a glicélise, em vez de 30 ATPs produzidos
com oxidacdo completa) e produz um microambiente acido toxico (Gillies et al, 2008;
Plathow and Weber, 2008).

Tem sido proposto que o aumento da producio de acido extracelular pode ser a base
subjacente para promover a sobrevivéncia e proliferacio de tumores, no contexto a
autossuficiéncia de fatores de crescimento, insensibilidade a sinais anticrescimento, evasao de
apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, e a invasio de tecidos e
metastizagao. Tem sido sugerido mais duas caracteristicas das células tumorais malignas que
incluem a evasdo dos tumores ao sistema imunitario e o aumento do metabolismo da glicose
(Gambhir, 2008; Hanahan and Weinberg, 201 1).

O facto é que cada vez mais estudos demonstram que este radiofirmaco nao é um agente
especifico do cancro e também pode acumular em situagdes de inflamagao aguda, doengas
granulomatosas e até doengas autoimunes (Strauss, 1996; Shreve, 1998; Nakamoto et al., 2000;
Ishimori et al., 2002; Basu et al., 2009). No entanto, poucos estudos tém descrito '8F-FDG sob
estas condi¢coes usando modelos animais (Yamada et al., 1995; Ishimori et al.,, 2002; Zhuang
and Alavi, 2002).

Os resultados obtidos refor¢am estas afirmagdes, ja que o facto de ter-mos observado
captagao do radiofarmaco no local da implantagao celular, sem observarmos no estudo
histolégico a presenga de tumor, reforga a inespecificidade deste tragador e o valor que este
modelo tem no desenvolvimento de novos tragadores tumorais mais especificos.

Nao existem nenhuns estudos, com recurso a modelos animais, que estabelecam uma
correlagao direta entre BALT e a acumulagio de '8F-FDG. Contudo, ja é conhecida e

comprovada a relagao entre a infecdo e a resposta imunitaria e inflamatoria e este tragador
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(Elhaddad et al., 2004; Love et al., 2005; Pellegrino et al., 2005; Rini and Palestro, 2006; Basu et
al,, 2009). Além de que existem descritos, no contexto clinico, inUmeros casos de doentes cuja
presenca de Tecido Linfoide Associado aos Bronquios foi diagnosticado a partir de '8F-FDG
PET (Hashemi et al., 2007; Bae et al., 2008; Takama et al., 2010).

E também conhecido que o '8F-FDG se acumula fisiologicamente na medula éssea (Cook
et al, 1999). Contudo, apesar de esta acumulagao ser geralmente moderada em individuos
saudaveis, sdo por vezes encontrados casos de captagao elevada deste radiofirmaco na medula
ossea em estudos PET clinicos. A significancia patologica ou fisiologica das alteragSes na
atividade do '8F-FDG na medula 6ssea, todavia, permanece pouco clara. Mas sendo a medula
ossea produtora de células hematoldgicas, estudos correlacionam esta captagio com a
atividade hematopoiética, principalmente depois de trabalhos demonstrarem uma maior
atividade de medula 6ssea em imagens de FDG-PET, apdés a administragio de citocinas
hematopoiéticas como fator estimulante de coldnias de granuléocitos (G-CSF — do inglés,
Granulocyte colony-stimulating factor) e o fator estimulante de colénias de macrofagos (GM-CSF
— do inglés, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (Yao et al., 1995; Knopp et al,
1996; Hollinger et al., 1998; Sugawara et al.,, 1998; Kazama et al., 2005).

Diversos estudos, em diversas doencas inflamatorias, estabelecem uma forte associacao
entre o papel da inflamagao no aumento dos niveis de citocinas (como as lI-1 e IL-6) detetados
na medula 6ssea e o papel que o TNF-a tem neste processo, principalmente na estimulagao
direta das células do sangue, para a produgao de citocinas proé-inflamatorias (Jongen-Lavrencic

etal, 1997; Prasanna et al,, 2010; Ingersoll et al., 201 ).
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Este estudo teve como objetivo principal o desenvolvimento de novos modelos
ortotopicos de adenocarcinoma colorretal, que permitam uma melhor compreensio da

fisiopatologia do cancro colorretal humano comparativamente aos modelos animais existentes.

O modelo proposto para o estudo de adenocarcinomas colorretal no coélon distal,
através de colostomia proximal com fistula distal associou-se a taxas de mortalidade pos-
cirdrgica mais elevadas, comparativamente ao modelo até agora disponivel (cecostomia), mas

sem significado estatistico.

Apesar de uma maior taxa de mortalidade inicial (pos-cirurgica), o grupo de
colostomia proximal demonstrou maior recuperagao e longevidade refletindo-se em ganhos de
massa constantes e crescentes e culminando numa menor taxa de mortalidade 60 dias apés a

implantacao das células tumorais.

Os animais em que foi realizada uma cecostomia, apesar de uma menor taxa de
mortalidade inicial, ap6s a cirurgia padeceram de mais complicagdes tais como uma maior
inconstancia da massa, sendo que as perdas acentuadas se refletiram numa taxa de mortalidade

final maior quando comparadas com o outro grupo.

As complicagdes associadas a cada tipo de cirurgia foram distintas. O grupo de
colostomia proximal com fistula distal apresentou quadros iniciais de obstrucao e diarreia que,
quando ultrapassados, nao voltariam a surgir. O grupo da cecostomia apresentou uma maior
diversidade de complicagSes, nomeadamente dermatites quimicas ligeiras que em alguns casos
foram evoluindo para o aparecimento de papulas vermelhas. Que nos raros casos mais graves
evoluiram para quadros de dermatites graves associadas a granulomas e placas erosionadas, as

quais assemelhavam a complicagoes no Homem apds esta intervengao cirurgica.

Neste modelo animal, devido ao facto de o limen cecal se caracterizar pela presenca
de um nUmero incontavel de coldnias bacterianas que em contacto com a pele podem

desencadear uma resposta imune mais exuberante que a verificada no Homem.

A auséncia de metastizagao locoregional e a distancia (figado e pulmao) é corroborada
por outros estudos que recorreram a esta linha celular e evidenciaram baixas taxas de
tumorigénese e metastizagdao. Por outro lado, a exuberante reagao inflamatéria peritumoral

verificada no estudo histopatolégico dos tumores podera também explicar estes resultados.

Os tumores desenvolvidos no local da implantagao celular foram adenocarcinomas
invasivos moderadamente diferenciados, com padrao morfologico sobreponivel ao observado

em humanos. Estes resultados realgcam o potencial que estes modelos ortotépicos tém para o
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estudo e compreensao da fisiopatologia e também para o seu uso em ensaios pré-clinicos de

novos farmacos ou moléculas-alvo.

A presenca de BALT foi outro fator evidenciado no trabalho reflete a resposta

imunolodgica da espécie em causa.

Em termos imagiologicos os dois radiofarmacos, *nTc-MIBI e '8F-FDG, evidenciaram a
presenca dos tumores primarios, contudo o '8F-FDG foi também captado em locais que nao
apresentaram desenvolvimento de tumores primarios (tais como locais sobreponiveis ao da
intervengao cirdrgica) e a distancia, nos pulmoes, mesmo que depois no estudo histolégico nao
fossem evidenciadas metastases pulmonares mas apenas BALT. A captagao também ocorreu na
medula 6ssea. Os resultados obtidos para os dois radiofarmacos vao de encontro a outros
estudos (Del Vecchio et al., 2000; Ballinger, 2001; Moretti et al., 2005) que atestam o papel
positivo que o "Tc-MIBI tem no diagnostico e detegdo no estadiamento tumoral, mas

também na avaliagao da eficacia terapéutica as varias opgoes de tratamento.

Ja no caso do '8F-FDG, os resultados demonstraram a falta de especificidade deste
radiofarmaco, reforcando estudos (Love et al., 2005; Rini and Palestro, 2006; Basu et al., 2009)
que realcam o potencial do mesmo na detegao de processos inflamatorios, para além do seu

interesse em oncologia.

Os resultados do presente estudo permitem prespetivar as potencialidades deste
modelo animal de cancro colorretal. Por um lado, o estudo do comportamento de outras
linhas celulares de cancro colorretal nestes modelos, com linhas nao sé de célon sigmoide mas
também do cego. Por outro lado, o estudo e comparagao das alteragbes genéticas observadas
pelas diferentes linhas celulares, a estudar ao longo do crescimento e da disseminagao

tumorais (exemplo: as mutagoes KRAS, TP53, BRAF, entre outras).

Parece-nos, também, um modelo promissor para o estudo e compreensao da fungao
da inflamagdo e da resposta imunitaria na progressao e inibicao tumoral, contribuindo para o
conhecimento do papel de diferentes células envolvidas neste processo, como os macroéfagos
(Ml e M2), as células B e as NK, os eosindfilos entre outros; assim como de diferentes
citocinas envolvidas no processo, dada a exuberante resposta inflamatoéria peri-tumoral

observada no estudo histopatologico dos espécimes autopticos.

Este modelo de cancro colorretal podera também permitir o estudo da eficacia de
novos radiofarmacos no que diz respeito ao diagnostico de cancro, seu estadiamento e na

avaliagdo da resposta terapéutica de novas opgoes terapéuticas desta entidade nosolégica.
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Deste modo, sera, também, possivel estudar o interesse de novas opgdoes terapéuticas
em modelos pré-clinicos e, desse modo, contribuir para alterar o prognostico do cancro

colorretal.
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