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INTRODUGAO:

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), foram previstos para os anos de 2020 a 2022
aproximadamente 25 mil novos casos de cancer infanto-juvenil, sendo até 75% desses de tumores sdlidos’,
fragdo acometida majoritariamente por malignidades do sistema nervoso central (SNC), sendo o meduloblastoma
um dos principais diagnésticos. Mesmo com o avang¢o da medicina nos ultimos anos e a adogéo de tratamentos
multimodais para o cancer a partir da década de 60, as taxas de cura para algumas dessas neoplasias ainda
estdo estagnadas, situagdo que se deve, significantemente, a escassez de modelos para estudo do
desenvolvimento desses tumores?. Mesmo que diversos métodos possam ser testados em cultura 2D ou ainda
3D, o modelo in vivo fornece possibilidades de complexidade fisiolégica do microambiente tumoral que o cultivo
celular ainda ndo consegue atingir, sendo imprescindivel para o estudo da area e desenvolvimento da medicina
personalizada. Uma potente alternativa para o estabelecimento de novas ferramentas sdo os CDX'’s (cell-line
derived xenograft), no qual é possivel resgatar a arquitetura tumoral in vivo a partir de linhagens celulares
cultivadas. Seus usos possibilitam a obtencdo de amostras virtualmente infinitas de xenotransplantes para
estudos da biologia tumoral e trials de drogas, analises farmacocinéticas e hematoldgicas, avangos nos campos
de histopatologia, e ainda, impede que as amostras sejam escassas por suas especificidades, visto que para

alguns tumores, devido as terapias atuais, ja ndo é possivel obter material biolégico com facilidade.

OBJETIVO:

Este projeto propbe estabelecer protocolos de modelos xenograficos derivados de linhagem celular
(CDX)de meduloblastoma DAQY no Centro de Pesquisa Boldrini.
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METODOLOGIA:

Primeiramente, células de meduloblastoma da linhagem DAQOY foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco MEM (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico. Apds o
estabelecimento da cultura, as células foram transduzidas através de um vetor gama-retroviral com o0s genes
para expressdo de GFP e Luciferase. A partir do éxito da transdugao, as células GFP positivas foram submetidas
ao Sorting e em seguida expandidas para as baterias de injegdo da primeira geragdo de CDX (Figura 1). Os
primeiros implantes foram realizados de maneira subcutanea na regido abdominal em dois grupos diferentes, um
grupo A (n=2) com uma injecao de 5 milhdes de células e um grupo B (n=2) com uma injecdo de 10 milhdes de
células (quantidade mais indicada pela literatura)®. As mesmas configuracdes experimentais foram realizadas em
um grupo paralelo utilizando células nao transduzidas (DAOY-WT), com o intuito de comparar se ha uma possivel

interferéncia no crescimento apds o procedimento de transducao, o que nao foi observado.

GEIFD &: 5 milhies -2
P Erupe B- 3 milhises (021
- EStateier et gy Tramsiech &
y- it 2 miasem lnigem BAET com
- - e Medisaoiisinng 5 EnES pana BFF e
| o P, - Y adr Liierase
| i o -~ " - . i ﬁ ﬁ
| " e + Mt Deibeces MEW S o ity HEEST
= = Jupementa com B ; o + lama beirevra
e 5ry et bvng « Gorimy peia pesfimiane
= T 0 NBE0CH By PP Ry GRS

Figura 1. Estabelecimants da primeira geragdo de implantes

Apds os implantes, os animais foram acompanhados semanalmente por meio da medicao do peso
corporeo, do volume tumoral medido por paquimetro e pelo sistema In vivo Imaging (IVIS). Para a visualizagéo
do tumor via IVIS, os animais receberam uma inje¢ao subcutanea de luciferina, substrato da enzima luciferase
que, ao descarboxilar oxidativamente seu substrato, libera energia luminosa durante a reagédo. Apds 10 minutos
da injecdo, os camundongos eram expostos a captura de imagem do equipamento, permitindo a visualizagdo do
crescimento tumoral no animal por meio da luminescéncia. Apds atingir em uma das dimensées 15 mm, os
animais foram eutanasiados e tiveram os seguintes 6rgdos coletados: figado, bago, rins, coragdo, pulmbes e
cérebro para futuras analises histologicas. Além disso, o tumor foi coletado e processado em fragmentos de 3x3
mm, os quais foram utilizados para o estabelecimento de CDX's de segunda geragao (Figura 2).

Para os implantes da segunda geragao, foram selecionados dois locais diferentes, sendo eles os flancos
(flanco direito e esquerdo) e o dorso dos animais. Sendo assim, foram agrupados em trés grupos diferentes, um
deles recebendo o implante com o fragmento padréo nos flancos (n=2), um segundo recebendo um fragmento
padrdo no dorso (n=3) e, por ultimo, um grupo recebendo um fragmento dissociado na regido do dorso (n=3).
Todos os animais foram acompanhados semanalmente por meio do sistema IVIS até serem eutanasiados

quando atingiram uma das dimensdes do volume tumoral com 15 mm de comprimento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

PRIMEIRA GERAAD

Figura 2, Acompanhamento e estabelecimento dag priaximas geragdes de COX

Primeiramente, a partir das analises de radiancia dos grupos experimentais de 5 e 10 milhdes de células,

os dados foram plotados (Figura 3) com novos resultados. Observando a curva de luminescéncia de ambos os

grupos, os animais partem de um mesmo ponto e seguem com o crescimento até a sexta semana, na qual sao

eutanasiados. Apés uma ANOVA comparando as médias da luminescéncia dos implantes, o valor-p resultante foi

de 0,116721, o que nao representa diferencas estatisticas significativas em um intervalo de confianga de 95%,

demonstrando que implantes de 5 e 10 milhdes tiveram a mesma eficiéncia quanto ao volume tumoral e tempo

de crescimento®*. No contexto do meduloblastoma e outros tumores de SNC, as amostras vindas de cirurgias e

bidpsias sado pequenas, e reduzir a quantidade de células injetadas pode extrapolar o uso do modelo permitindo

a dissociacao dos tumores dos pacientes, contagem de células e um implante mais otimizado.

A expanséo in vivo dessa linhagem a partir dos fragmentos gerados pelos CDXs de primeira geragdo permite

uma economia nos insumos para a cultura celular, sendo relevante testar diferentes os diferentes locais
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Flgura 3. Comparagéo do crescimento tumoral em diferentes quantidades de céllas

usualmente implantados para
analisar se ha influéncia sobre o
crescimento e tempo de pega.
Nos grupos da segunda geracao
foi possivel observar lugares
mais eficientes para o]
crescimento tumoral (Figura 4).
As curvas em azul e em vermelho
representam os implantes com os
fragmentos inteiros (3x3 mm) nos
flancos e no dorso
respectivamente, e elas saem do
mesmo ponto, diferentemente da
curva em amarelo, que sendo um

implante no dorso em forma

dissociada, ja no inicio aponta uma maior radiancia. Quando feita uma ANOVA com as médias de luminescéncia

das trés curvas, os resultados nao apresentaram diferencas estatisticas a partir do inicio do crescimento,
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contudo, mesmo que a partir disso, as curvas adiante se comportam de maneira semelhante, nota-se um

diferencial na variavel tempo entre os implantes realizados nos flancos e o dorso, em que no primeiro local séo

necessarias 6 semanas até a eutanasia, enquanto no segundo essa é atingida em 4 semanas (Figura 5). Além

disso, mesmo que as condigcbes fragmentado e dissociado no dorso tenham um indice de radidncia

estatisticamente equivalentes, o volume tumoral atingido pelo grupo dissociado foi maior, possibilitando um maior

ndmero de amostras®+.
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Figura 4. Comparagéo do crescimento fumoral dos diferentes locals de implante

Uma terceira conquista relevante
para a otimizagdo dos protocolos

testados € em relagdo ao uso da

matriz comercial utilizada. A
literatura descreve que a
proporgao utilizada para os

implantes é de 1:1, sendo uma das
partes de matriz e a outra de meio
de cultura utilizado para o cultivo
especifico da linhagem.
Entretanto, apds os experimentos,
foi possivel otimizar a proporgao,
alcangando implantes sem queda

de eficiéncia com 1:2, reduzindo

para um tergo da solucdo a quantidade matriz, componente que é significantemente caro para a realizagdo dos

experimentos.
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Figura 5. Imagens do sisfema IVIS para o desenvolvimento dos implantes de 2* geragio
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CONCLUSOES:

O presente trabalho propbe protocolos promissores que permitem uma injecao de 5 milhdes de células tao
efetiva quanto implantes com 10 milhdes, uma proporgéo de matriz comercial € meio de cultura utilizada de 1:2
com a mesma eficiéncia de 1:1, além da economia de recursos de cultivo celular por realizar propagagéo in vivo
a partir da segunda geragao, fator que contribui fortemente para a economia de recursos e insumos no manejo
das culturas celulares. Sendo assim, o estabelecimento de protocolos de CDX no Centro de Pesquisa Boldrini
tem se mostrado promissor, oferecendo diversas vantagens quando comparados a literatura vigente. Esses
resultados promoverao um novo modelo que possibilita estudos da biologia tumoral e frials de drogas, e servirao
de base para desenvolvimento de modelos PDX (Patient Derived Xenograft) com células primarias dos pacientes
em projetos futuros, incluindo o projeto PRONON “Medicina de precisdo aplicada ao cancer infanto-juvenil”
(SIPAR - 25000.211368/2019-41), que ja esta em andamento no laboratdrio e sua estrutura sera voltada para o
Sistema Unico de Saude (SUS).
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