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Resumo

Introducéo: O desenvolvimento de metastases pulmonares é atualmente a principal causa
de morte nos doentes com osteossarcoma (OS). As abordagens terapéuticas atualmente
disponiveis para o tratamento da doenga metastatica sdo pouco eficazes, sendo urgente a
identificacdo de novos alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos farmacos. A falta de
modelos animais que mimetizem de forma fiel o desenvolvimento da doenga metastatica tem
contribuido para os poucos avancos no tratamento de OS metastizado. Este trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de modelos de metdstases pulmonares de OS em
murganhos, capazes de recapitularem as diferentes etapas da cascata metastatica e com
potencial de aplicacdo em investigacéo pré-clinica.

Materiais e Métodos: Foram utlizados murganhos da estirpe Swiss nu/nu e uma linha celular
humana de OS (143B) transduzida com o gene reporter da luciferase. Na indugéo de
metastases pulmonares foram utilizadas duas abordagens: o modelo de metastizacao
experimental e 0 modelo de metastizagdo espontanea. O primeiro foi induzido através da
injecdo intravenosa das células tumorais na veia lateral da cauda. Dentre estes, um grupo de
animais foi sujeito a um pré-tratamento com o secretoma das células tumorais antes da injecédo
das células na veia lateral da cauda. No modelo de metastiza¢éo espontanea, foi induzido um
tumor primério por injecdo subcutanea das células tumorais. O tumor foi removido
cirurgicamente e os animais foram mantidos em observacéo até ao aparecimento das lesdes.
A formacao de metastases pulmonares foi monitorizada semanalmente por imagiologia 6tica
de bioluminescéncia até um maximo de 8 semanas. ApoOs a necrépsia, as lesdes pulmonares
foram recolhidas para caraterizagéo histopatoldgica.

Resultados: No grupo de animais inoculados com as células tumorais na veia lateral da
cauda, apenas 50% desenvolveram metastases pulmonares unilobulares. O pré-tratamento
com o secretoma promoveu a formacdo de metastases em todos os animais e mais
precocemente, tendo evoluido na sua maioria para mdltiplas metastases. No modelo
espontaneo, apenas um ter¢o desenvolveu metéstases pulmonares apos a remog¢ao do tumor
primario. As lesdes pulmonares apresentaram um padrdo histopatologico semelhante, com
areas de necrose central e deposi¢édo de a-SMA nos septos alveolares peritumorais.
Conclusdes: O secretoma das células tumorais contém moléculas bioativas que favorecem
a colonizacdo e subsequente proliferacdo das células tumorais no parénquima pulmonar,
destacando a importancia do nicho pré-metastatico na formacao de metastases. O modelo de
metastizagdo espontanea confirmou o tropismo das células de OS para o pulm&o. Apesar de

melhor reproduzir todas as etapas da cascata metastatica, a eficiéncia de formacao é baixa.

Palavras-chave

Metéastases pulmonares, secretoma, modelo animal, osteossarcoma
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Abstract

Introduction: The development of lung metastases is currently the leading cause of death in
patients with osteosarcoma (OS). The therapeutic approaches available for the treatment of
metastatic disease are ineffective, which underlies the urgent need to identify new therapeutic
targets and to develop more effective drugs. The lack of animal models that faithfully mimic
the development of metastatic disease has contributed to the few advances in the metastatic
OS treatment. The aim of this work was the development of models of lung metastasis of OS
in mice, capable of mimicking the different stages on the metastatic cascade with potential for

application in preclinical investigation.

Materials and Methods: Swiss nu/nu mice and a human OS (143B) cell line stably transduced
with the luciferase reporter gene were used. Two different approaches were employed to
induce lung metastases: the experimentally induced and spontaneous metastasis models. The
first was induced by intravenous injection of tumor cells into the lateral vein of the tail. A group
was pretreated with the tumor cell secretome before the intravenous cells injection. In the
spontaneous metastasis model, a primary tumor was induced by subcutaneous injection of
tumor cells. The tumor was surgically resected and the animals maintained under observation
for metastasis to develop. The formation of lung metastases was monitored weekly by optical
imaging of bioluminescence up to a maximum of 8 weeks. Pulmonary lesions were collected

at necropsies for histopathological characterization.

Results: Only 50% of the animals inoculated with tumor cells in the tail vein developed
unilobular lung metastases. Pretreatment with the secretome promoted the formation of lung
metastases in all animals that have appeared early and evolved mostly to multiple metastases.
In the spontaneous model, only one third developed lung metastases one week after removal
of the primary tumor. The pulmonary lesions showed a similar histopathological pattern, with

areas of central necrosis and deposition of a-SMA in the peritumoral alveolar septa.

Conclusions: The tumor cell secretome contains bioactive molecules that favor colonization
and subsequent proliferation of tumor cells in the lung parenchyma, highlighting the importance
of the pre-metastatic niche in the formation of lung metastases. The spontaneous metastasis
model confirmed the tropism of OS cells to the lung. Despite reproducing all stages of the

metastatic cascade, the efficiency of spontaneous lung metastasis formation is low.

keywords

Lung metastasis, secretome, animal model, osteosarcoma
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Capitulo 1

INTRODUCAO






1. Introducéo

1.1 Osteossarcoma

Os tumores 0sseos representam cerca de 3 a 5% dos cancros na populacdo
infantojuvenil e menos de 1% em adultos, sendo o osteossarcoma (OS) o tumor ésseo maligno
primario mais frequentemente diagnosticado'. E um tumor de origem mesenquimal que se
carateriza pela producéo de ostedide pelas células tumorais®™. A taxa de sobrevivéncia dos
individuos com esta neoplasia pode variar de acordo com a idade, estado da doenca,
localizacdo anatémica das lesdes e resposta histoldgica a quimioterapia pré-cirirgica®.

O OS é classificado como uma doenga rara, com uma incidéncia global de 0,2 a 3 por
100 mil habitantes por ano (0,8 a 11 por 100 mil habitantes por ano na faixa etaria de 15 a 19
anos) na Unido Europeia®. Apesar de ser relativamente pouco frequente, é o oitavo tipo mais
comum de tumor 6sseo observado em criancas e adolescentes’ e a segunda principal causa
de morte de cancro nestas faixas etarias®. Apresenta uma distribuicéo etaria bimodal, em que
pode ser observado um primeiro pico de incidéncia durante a puberdade no periodo de
crescimento esquelético (entre os 10 e os 14 anos)® e um segundo pico em adultos (acima
dos 65 anos)'!°. Porém, é extremamente raro ocorrer antes dos 5 anos!!. A sua prevaléncia
é maior em individuos do sexo masculino, numa proporcéo de homens:mulheres de 1,5:17. O
crescimento 6sseo e as alteragdes hormonais podem justificar em parte a sua ocorréncia mais
elevada no sexo masculino®. No entanto, manifesta-se mais cedo no sexo feminino, pelo facto

de na puberdade o seu pico de crescimento ser mais precocel®.

A maioria dos casos de OS sao de elevado grau de malignidade e geralmente ocorrem
nas regiées de crescimento 6sseo rapido, como as placas de crescimento da metéfise dos
0sso0s longos. Embora possa ocorrer em qualquer 0sso, o0s locais anatdmicos mais afetados
sdo o fémur distal (43%), a tibia proximal (23%) e o Umero proximal (10%)"1%1213 Apenas 8%

de todos os casos ocorrem no cranio e na mandibula e cerca de 8% na regiéo pélvica’.

Apesar da introducdo de novos regimes de quimioterapia e dos avancos nas técnicas
cirargicas, que se refletem na melhoria da taxa de sobrevivéncia em 50-60%, cerca de 15-20%
dos individuos com OS apresentam um prognéstico desfavoravel, devido ao aparecimento de
metastases!. A doenca metastatica surge com maior frequéncia nos pulmdes (85-90%) e é a
principal causa de morte dos doentes com OS, especialmente relacionada com a presenca
de micrometastases clinicamente ndo detetaveis no diagndstico'>'®. A extensa area vascular
do parénquima pulmonar, torna-o um microambiente particularmente atraente para suportar o
desenvolvimento de metastases'®. Contudo, apesar de menos comum, estas também se

podem desenvolver nos 0ssos (8-10%) e raramente nos ganglios linfaticos'’.



1.1.1 Fatores de risco e patogénese

As causas exatas que levam ao aparecimento de OS sdo desconhecidas, mas varias
evidéncias sugerem a interacdo entre fatores epidemiologicos, genéticos e ambientais
associados a sua etiologia®. Na Figura 1.1 encontram-se referidos alguns dos principais
fatores de risco predisponentes ao desenvolvimento de OS.

Mutacdes Mutacdes Exposicado
germinativas somaticas ambiental

Crescimento

. J \ J \ J \\ J

Figura 1.1 | Principais fatores de risco associados a etiologia de osteossarcoma
[Adaptado de 9].

As perturbagdes fisiolégicas e patologicas que ocorrem na remodelacdo 0ssea, sao
fatores de risco envolvidos na patogénese de OS. Varias evidéncias clinicas apontam para
uma associacdo entre o OS e o rapido crescimento 6sseo que se verifica durante a
puberdade!®. O OS ocorre mais comumente nos locais de crescimento ésseo, porque
presumivelmente a proliferacdo faz com que as células osteoblasticas adquiram mutactes
gue podem conduzir a uma transformacédo neoplasica'®?°. Além disso, estudos recentes
mostram que os adolescentes com OS apresentam uma estatura mais alta, quando
comparados com a altura padrao da populacdo nesta faixa etaria. Tal sugere que os fatores
de crescimento desempenham um papel importante no aparecimento desta neoplasia®?L.
Outro fator correlacionado com o risco de desenvolver OS secundario € a ocorréncia de
doencas 6sseas, como a doenca de Paget ou outras sindromes displasicas. A doenca de
Paget € um distlrbio crénico do esqueleto adulto, que é marcado por areas focais de

reabsorcéo e de formacgéo 6ssea desregulada®.



As células de proliferacdo rapida podem ser particularmente suscetiveis a agentes
oncogeénicos e a erros mitdticos que levam a transformacéo neoplasica. As células tumorais
de OS exibem cari6tipos com um alto grau de complexidade, o que dificulta a determinacao
das aberracdes cromossémicas que os caraterizam?®. Algumas das mutacdes hereditarias do
acido desoxirribonucleico (ADN) causam sindromes que se encontram associadas com maior
frequéncia ao OS, como as alteracBes que ocorrem nas vias de sinalizacdo dos genes
supressores tumorais p53 e RB1. A maioria dos casos de muta¢gfes na linha germinativa do
gene supressor p53 estdo relacionados com individuos que apresentam um histérico familiar
sugestivo de sindrome de Li-Fraumeni*®. O gene p53 codifica uma fosfoproteina nuclear que
atua como um supressor tumoral??, promovendo a reparacdo do ADN ou a inducdo da
apoptose em caso de danos genéticos irreparaveis®?4, Desta forma, a desativacdo do gene
p53 pode contribuir para a tumorigénese, através da desregulagcdo dos mecanismos
apoptéticos e da propagacdo de mutacdes genéticas?®>. Embora extremamente raro, os
individuos com retinoblastoma hereditario apresentam uma predisposicdo genética para o
desenvolvimento de OS, que resulta de mutacdes germinativas no gene supressor tumoral
RB1°. Na auséncia do gene RB1 funcional, as células podem proliferar de forma

descontrolada, levando a transformacdo maligna de células primitivas da retina?.

Vérias condigBes ambientais estédo relacionadas com o desenvolvimento de OS, sendo
a exposicao a radiagdo ionizante a mais descrita. A terapia com radiagdo ionizante é um dos
fatores de risco para a ocorréncia de OS secundario e que esta implicada em
aproximadamente 2% dos casos*®. Por outro lado, o0 aumento da sua incidéncia induzido pela
radiacdo esti associado com uma maior taxa de sobrevivéncia ap6s a irradiacdo primaria®.
Paralelamente, a exposi¢do a alguns agentes quimicos como metilcololeno, 6xido de berilio

e silicato de zinco-berilio, também podem contribuir para a inducdo de OS?.

1.1.2 Classificacao e estadiamento

O OS possui um amplo espectro de aparéncias histoldgicas, que tém em comum a
proliferacdo de células malignas de origem mesenquimal e a producao de matriz ostedide
e/ou Ossea pelas células tumorais. A matriz condréide e fibrosa também podem estar
presentes, refletindo a origem mesenquimal das células tumorais e a sua consequente
capacidade de se diferenciar em varios tipos de células!!. O OS convencional é um sarcoma
intramedular primario de alto grau, responsavel por 80-90% dos casos desta neoplasia em

criancas e adolescentes*611,

A atual classificacdo da Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), dependendo do tipo
de matriz celular predominante, reconhece trés principais subtipos de OS convencional:

condroblastico (25%), fibroblastico (25%) e osteoblastico (50%)%8. Contudo, apesar desta
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classificacdo, um mesmo tumor pode apresentar carateristicas histologicas dos trés subtipos
de OS convencional?®®. O subtipo condroblastico é constituido sobretudo por uma matriz
condréide, que geralmente se assemelha a cartilagem hialina, com a presenca de células
malignas nas lacunas. Por sua vez, o subtipo fibroblastico é composto por células fusiformes
malignas e por uma matriz ostedide escassa. A presenca de uma matriz ostedide, mesmo que
minima, permite distinguir respetivamente os subtipos condroblastico e fibroblastico de outros
tipos de cancros 6sseos como do condrosarcoma e do fibrossarcoma/histiocitoma fibroso
maligno, com os quais podem ser confundidos histologicamente!!. Por dltimo, o subtipo
osteoblastico que constitui a forma patologica mais frequente e no qual predomina a matriz
ostedide, € caraterizado por células mesenquimais fusiformes ou poliédricas malignas com
nucleos pleomorficos e hipercromaticos, figuras mitéticas dispersas e niveis variaveis de

anaplasia como exemplificado na Figura 1.21130,

e
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Figura 1.2 | Imagens microscépicas representativas de um osteossarcoma osteoblastico numa
ampliacdo de 20x (A) e de 40x (B). Observa-se a presenca de uma alta celularidade, polimorfismo
nuclear, atipia e producdo desordenada de tecido osteoide [Fonte: 11].

Além de OS convencional a classificacdo da OMS considera outras variantes
histolégicas adicionais menos frequentes, que incluem os tipos telangiectasico, de pequenas
células, parosteais e periosteais?. Por outro lado, 0 OS ndo compreende apenas um conjunto
de carateristicas histopatoldgicas diversificadas com graus de malignidade distintos, podendo
igualmente ser classificado de acordo com a sua localizacdo anatomica. A maioria das lesdes
ocorrem no interior dos o0ssos (no compartimento intramedular ou intracortical), podendo
também surgir na superficie externa do cértex 6sseo e em locais extradsseos?®. Existe
também o OS secundério que ocorre no osso afetado por anormalidades pré-existentes,
sobretudo em adultos idosos, associado a fatores predisponentes como a doencga de Paget

ou a alteracées induzidas pela radioterapia (RT)%2°,



O estudo do estadiamento do tumor assume um papel preponderante no planeamento
da abordagem cirdrgica e na especificacdo da regido que provavelmente produzir4 material
patolégico representativo para analise®!. O sistema de Enneking proposto pela Sociedade de
Tumores Musculo-esqueléticos que se encontra representado na Tabela 1.1 é o mais

amplamente utilizado para descrever a extensdo dos tumores 6sseos*?.

Tabela 1.1 | Sistema de Enneking usado para o estadiamento de osteossarcoma

Intracompartimental Extracompartimental

Baixo grau 1A B
Alto grau 1A 1B

Metastatico 1] 1l

[Fonte: Adaptado de 32].

Este sistema de estadiamento permite distinguir os tumores 0Osseos malignos
consoante o seu grau histolégico (baixo grau: estagio | ou alto grau: estagio I, dependendo
da sua malignidade), localizacdo anatomica (A: intracompartimental ou B:
extracompartimental) e através da presenca de metastases (111)%2. As lesdes de baixo grau
sdo bem diferenciadas, tém poucas mitoses e exibem apenas uma atipia citolégica moderada
com menor risco de metastases (menos de 25%). As lesdes de alto grau sdo pouco
diferenciadas e apresentam uma elevada taxa mitética®>. Existem muito poucas lesdes
intramedulares de alto grau (estagio IlA), porque a maioria dos casos de OS com esta
classificacao, rompem o cortex no inicio de sua historia natural. Nas faixas etarias mais jovens,
a generalidade das lesbes séo de alto grau (estagio 11B ou Ill), que apenas se distinguem pela

presenca ou auséncia de doenca metastatica detetavel**.

1.1.3 Sintomatologia

A maioria dos doentes com OS apresentam dor progressiva nos 0SSOS OuUu nas
articulacdes, antes que o tumor se torne percetivel*2. O aumento da intensidade da dor esta
correlacionado com a penetracdo tumoral no osso cortical e com o estiramento do
peridsteo!?3!, Inicialmente, a dor pode ndo ser constante e ser mais intensa durante a noite
ou em repouso®234, O doente frequentemente associa a dor a um evento traumatico recente,
mas € pouco provavel que o trauma tenha origem no tumor. Os sintomas geralmente ndo sao
valorizados, pois a maior parte das vezes sao inespecificos e carateristicos de outras lesées
O0sseas ou musculares (artrite, entorse ou dores de crescimento) que podem estar ou nao
associados a um historial clinico de lesdo musculoesquelética traumatica*3°. Se envolver a

articulacdo do joelho, a dor pode ser exacerbada pelo peso e 0 doente pode exibir dificuldades



locomotoras®+%. O desenvolvimento de uma dor subita e intensa pode ser indicio de uma
fratura patoldégica grave e é um achado clinico pouco observado em adultos*. O seu
aparecimento ndo é comum no OS, exceto no tipo telangiectatico que apesar de raro é mais

propenso a causar fraturas locais®®.

A presenca de uma massa palpavel surge algumas semanas apdés o inicio da dor.
Embora cerca de 90% dos casos de OS exibam extensdo para os tecidos moles, apenas
alguns dos doentes reportam uma tumefacao local*. O aumento do volume regional observado
no exame fisico pode ser inicialmente suave e difuso, devido ao edema circundante. Contudo,
a sua consisténcia aumenta gradualmente a medida que o tumor cresce®. A diminuicdo da
amplitude dos movimentos nas articulagdes e a atrofia muscular sdo também indicacdes
clinicas que caraterizam esta neoplasia e que podem ser evidentes 6 meses antes do

diagndstico?32,

Problemas respiratérios sdo raros e quando presentes indicam um extenso
envolvimento pulmonar associado a doenga metastatica®*. Para além dos sintomas locais do
tumor primario, uma minoria dos doentes podem evidenciar sintomas sistémicos adicionais

como: perda de peso, palidez, febre, anorexia e linfadenopatia®*12,

1.1.4 Diagnéstico

Devido a natureza complexa das neoplasias Gsseas primarias, o diagnoéstico de OS é
realizado através de uma abordagem multidisciplinar, que engloba a combinagéo de estudos
de imagem e posterior confirmacéo por biépsia®!. No entanto, o diagnéstico de OS pode ser
desafiador devido a sua baixa incidéncia e aos seus sintomas inespecificos?. Os testes
laboratoriais ndo sdo esséncias para o diagndstico desta neoplasia, mas niveis séricos
elevados de fosfatase alcalina e de lactato desidrogenase podem ser sugestivos de um mau

prognostico®2,

A avaliagdo de um doente com suspeita de OS, inicia-se com um exame clinico
detalhado, seguido de uma radiografia simples®3¢. Os doentes comumente associam 0s
primeiros sintomas da doenca a pequenas lesGes traumaticas e sao submetidos a uma
radiografia do membro afetado com suspeita de fratura, em vez de malignidade éssea?®. O
exame por raios X é extremamente Util para diferenciar entre as possiveis causas de uma
massa 0ssea e para detetar a presenca metastases pulmonares. Embora a tomografia
computadorizada (TC) ao térax seja mais sensivel para este efeito®. Radiograficamente, o
OS apresenta-se como uma leséo esclerdtica e litica mista, que surge de forma excéntrica na
metéafise dos ossos longos®:. O tumor pode sofrer erosdo através do cortex formando o

“triangulo de Codman”, provocado pela elevacdo do periésteo, dando origem a uma



tumefacdo significativa nos tecidos moles adjacentes*. A Figura 1.3 evidéncia diferentes

projecdes radiograficas de lesdes no tecido 4sseo carateristicas de OS.

A

Figura 1.3 | Imagens radiograficas de um fémur e de um imero com osteossarcoma. Incidéncias
antero-posterior (A) e lateral (B) na regido femoral distal demonstrando uma leséo radiodensa mista
com reacao periosteal associada; Incidéncia antero-posterior (C) e lateral (D) evidenciando uma lesao
diafisaria do umero com extensao para os tecidos moles acompanhada por destrui¢cdo cortical e por
uma descontinuidade no periésteo [Fonte: 32].

Para delinear a extensdo local do tumor e a presenca de outras lesdes ésseas, é
essencial recorrer a outros exames de diagnéstico. A TC raramente é realizada para o tumor
primario, uma vez que a sua extensdo extradéssea e intradssea sao mais facilmente
reconhecidas por ressonancia magnética (RM). No entanto, na presenca de necrose e edema
circundante, a TC revela-se ser mais precisa do que a RM. Tal deve-se ao facto, da TC permitir
delimitar com maior exatiddo o envolvimento do tumor com os tecidos moles e a sua
proximidade com as estruturas neurovasculares®. Apesar disto, a TC apresenta limitacdes,
pois ndo consegue diferenciar com grande seguranca pequenas metéstases pulmonares de
lesGes benignas®®. O exame de RM deve incluir todo o 0sso para possibilitar a identificacdo
da dimensdo anatémica das lesbes tumorais nos tecidos, avaliar a sua proximidade com as
estruturas circundantes e detetar a presenca de metastases®. Além disso, a RM tem vindo a
ser associada a tomografia por emissdo de positrées (PET), devido ao seu potencial em
avaliar o envolvimento sistémico do tumor, a sua recorréncia local e o desenvolvimento de
metastases apds o tratamento®3. Adicionalmente, o PET quando associado com a TC, pode
ser usado no planeamento de bidpsias ou para avaliar lesdes tumorais em doentes que nao
podem ser submetidos a RM?°, Outra técnica de imagem complementar para o diagndstico de
OS ¢ a cintigrafia 6ssea, que através do radiofarmaco tecnécio-99m permite a detecédo de

metastases 6sseas em locais distantes®.

O diagnéstico definitivo de OS deve ser confirmado por andlise histopatolégica, antes

da terapia direcionada ao tumor ser iniciada®. Para isso é imprescindivel a realizagdo de uma



biépsia dos tecidos lesionados, através de uma punc¢éo com agulha fina ou por cirurgia aberta®.
A bidpsia executada com agulha fina € um procedimento minimamente invasivo, que néo
requer cicatrizacdo e que esta associado a um menor risco de infe¢do, contaminacéo e fratura
pos-bidpsia. E muito adequada para a recolha de amostras em areas profundas e de dificil
alcance, como a pélvis e a coluna vertebral®*33, Quando a biépsia é efetuada por cirurgia
aberta, esta € realizada através de uma pequena incisdo e tem a vantagem de possibilitar
obter uma quantidade adequada de amostra para andlise histopatolégica, genética e
imunohistoquimica. Contudo, quando é executada de forma incorreta, pode promover a
disseminacéo de células tumorais para a corrente sanguinea®. Para prevenir a contaminagao
de células tumorais e reduzir a sua viabilidade, pode ser realizado um tratamento por RT com

baixas doses de irradiacdo (aproximadamente 1 Gy), antes da biépsia inicial.

1.1.5 Tratamento

Antes da década de 1970, a ressecao cirdrgica do tumor era o unico tratamento para
0 OS e a amputacdo era o procedimento padréo para o controlo local da doenca. Com o0s
avancos nas técnicas de imagem, quimioterapia e reconstrucdo cirurgica, este paradigma
modificou-se®*. Nas Ultimas décadas, a introducdo da quimioterapia pré-operatéria
(neoadjuvante) e pds-operatoria (adjuvante) mostraram ser eficazes no tratamento da doenga
localizada (ndo metastatica), o que permitiu melhorar a taxa de sobrevida dos doentes com
0OS*. Porém, em alguns casos metastaticos, a taxa de sobrevivéncia dos doentes
permaneceu inalterada**. Além disso, o desenvolvimento das técnicas cirirgicas em
combinacdo com a radioterapia pos-operatéria e/ou com o tratamento sistémico, tornaram o

procedimento de conservacdo dos membros uma alternativa segura a sua amputacao®.

O tratamento convencional para o OS inclui a quimioterapia pré-operatéria para
reducdo do volume tumoral, seguida pela remocado cirdrgica do tumor primario e por
quimioterapia pds-operatériat®414344 Antes do uso da quimioterapia, a taxa de sobrevida
global para os doentes com tumores classicos de alto grau era inferior a 20%, o que indicava
a presenca de micrometastases (tipicamente pulmonares) mesmo com a amputacdo
cirdrgica***®, Atualmente, a combinacdo da ressecdo cirlrgica com a quimioterapia
multimodal e os estudos de imagem aprimorados, permitiram aumentar a sobrevida livre de

doenca ao fim de 5 anos entre 60-70%%,
1.1.5.1 Ressecdo cirurgica

A cirurgia oncologica ortopédica de ressecdo € uma das principais etapas no
tratamento de OS, quer seja por amputacéo ou por cirurgia conservadora dos membros?!. O
objetivo primordial do tratamento cirurgico é a remocao completa do tumor, com uma boa

margem de seguranca®®#®. A selecdo do tipo de abordagem cirtrgica depende da idade do
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doente, da localizacdo anatémica e da extensao das lesdes, bem como da resposta do tumor
primario a quimioterapia pos-operatériall. Para o OS de baixo grau apenas é realizada a
excisdo cirdrgica como tratamento Unico. No caso de OS de alto grau, o tratamento cirdrgico

deve ser combinado com a quimioterapia multimodal“®.

Atualmente, 90-95% dos doentes com OS evitam a amputacdo do membro afetado,
com resseccdes cirdrgicas conservadoras bem-sucedidas. A amputacdo tornou-se numa
opcao menos frequente devido as terapias neoadjuvantes, aos avangos nhas técnicas
cirlrgicas e ao aperfeicoamento nos métodos de diagndstico*®. No entanto, se uma ressegao
adequada com preservacdo do membro ndo puder ser realizada, a amputacdo deve ser
considerada®!. Esta é vantajosa nos casos em gue ocorre extensdo do tumor para os tecidos
moles, em que as estruturas vasculares vitais se encontram comprometidas ou quando a
resposta tumoral a quimioterapia nédo é favoravel?**°, Os doentes com recidiva do tumor ou
com danos graves causados pela irradiacdo, sao igualmente excluidos da cirurgia de
preservacdo dos membros. A preservacao do membro apresenta beneficios, mas néo existem
evidéncias consistentes se a qualidade de vida dos doentes € superior aos que sofrem
amputacdo. A taxa de complicacdes ndo oncologicas € muito maior ap0s a cirurgia de

preservacdo do membro e consequentemente podem ser necessarias cirurgias adicionais®’.

Além disto, a cirurgia é fundamental para reconstruir e restabelecer a funcdo do
membro afetado, apds a ressecéo do tumor®#4°. No caso de 0ssos que ndo suportam o peso
corporal, como a fibula ou a clavicula, a sua reconstrugéo € desnecessaria porque a excisdo
destas estruturas ndo causam défices funcionais**“¢. Devido a complexidade do sistema
musculoesquelético, podem ser consideradas diferentes op¢des reconstrutivas, dependendo
da localizacdo do tumor e da idade do doente, que incluem: enxertos 0sseos autdgenos,

aloenxertos dsseos estruturais e endopréteses metalicas?t.

1.1.5.2 Quimioterapia sistémica

O tratamento bem-sucedido de OS requer o0 uso da quimioterapia sistémica, baseada
na combinacéo de farmacos que interferem na viabilidade das células tumorais*2. Os avancos
no tratamento quimioterapico nos ultimos 30 anos, tém sido responsaveis pelo aumento do
sucesso da cirurgia de preservacdo do membro que conduziram a taxas de sobrevida mais
elevadas, assim como contribuiram para a reducéo do nimero de metastases pulmonares ou
por atrasar o seu o aparecimento®. Embora a quimioterapia seja o método com maior
probabilidade de cura, a cirurgia continua a ser uma componente essencial no plano
terapéutico dos doentes com OS. Na auséncia de quimioterapia eficaz, a cirurgia torna-se a
Unica hipotese possivel de tratamento. Mesmo com uma quimioterapia eficiente, o OS

raramente é curado sem ressecao cirdrgica®.
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A guimioterapia pré-operatdria ou neoadjuvante induz a necrose do tumor primario e
possibilita um tratamento precoce da doenga metastatica®l. Tendo sido demonstrado que os
doentes com mais de 90% de necrose do tumor primario (ap0s a sua ressecao e terapia pré-
operatéria) tém uma maior probabilidade de sobrevivéncia“é, Além disto, a quimioterapia
pré-operatéria permite a ressecao cirdrgica do tumor com margens amplas e tem sido um dos
principais fatores que tém contribuido para a preservacdo do membro®. Apesar de a
quimioterapia pos-operatoria ser eficaz no tratamento de OS localizado, o desfecho dos
doentes com metastases clinicamente detetdveis no diagnostico continua a ser abaixo do
esperado. O tratamento dos individuos que desenvolvem OS recorrente depende da resposta
a terapia inicial, do tempo de recorréncia e da localiza¢cdo do tumor, bem como do nimero de
tumores recorrentes. Com o tratamento agressivo, aproximadamente 40% dos doentes que
desenvolvem metéstases pulmonares, sobrevivem mais de 5 anos depois da recidiva. Os
doentes que recaem apos o uso das abordagens terapéuticas atuais (incluindo quimioterapia

e cirurgia) ttm uma menor probabilidade de sobrevivénciall.

Os farmacos antineoplasicos que apresentam maior eficacia no tratamento de OS
incluem a doxorrubicina, cisplatina, ifosfamida e metotrexato em doses elevadas, existindo
diferentes regimes de quimioterapia combinada que sdo usados na pratica clinica comum?®,
Contudo, o tratamento quimioterapico pode estar associado a alteragdes permanentes na
funcdo cardiaca, renal, auditiva, reprodutiva, problemas ortopédicos e a outros efeitos
colaterais, incluindo doencas malignas secundarias®. Os mecanismos de acéo e os principais

efeitos adversos destes agentes antitumorais encontram-se resumidos na Tabela 1.2.

A maioria dos regimes terapéuticos usa doxorrubicina e cisplatina, com ou sem
metotrexato administrado em doses elevadas, tanto na quimioterapia pré-operatéria como na
poés-operatéria. Estudos recentes incorporaram a ifosfamida nos protocolos terapéuticos. No
entanto, o beneficio da ifosfamida sobre os regimes convencionais na melhoria da sobrevida
dos doentes ainda néo foi completamente esclarecido®. Apesar dos avancos alcangados nos
ultimos anos com a introducéo de regimes de quimioterapia intensificados e que tiveram um
impacto favoravel na sobrevida global, a taxa de sobrevida livre de doenca aos 5 anos

estagnou entre 65-70%%%°,
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Tabela 1.2 | Mecanismos de agdo e efeitos adversos dos principais farmacos antineoplasicos
usados no tratamento de osteossarcoma

Farmaco Mecanismo de agdo34? Efeitos adversos3!

Cardiomiopatia;
anormalidades
Intercala-se entre os pares de bases da dupla eletrocardiograficas
hélice de ADN; Inibe a sintese de ADN e de ARN transitorias; emese;
alopécia; mucosite;
mielossupressao

Doxorrubicina

Insuficiéncia renal aguda e

Inibe a sintese de ADN pela formacéao de ligacdes cronica; neuropatia
Cisplatina cruzadas; liga-se diretamente ao ADN do tumor e periférica; ototoxicidade;
desnatura a dupla hélice de ADN emese; mielossupressao;

alopécia; hipomagnesemia

Cistite hemorragica;
insuficiéncia renal;
mielossupresséo; alopécia;
emese; encefalopatia

Promove a formacéao de ligac6es cruzadas entre
Ifosfamida as cadeias de ADN, inibindo a sintese de ADN e
de proteinas

Insuficiéncia renal;
Inibe a sintese de purinas e de acido timidilico pela mucosite; mielossupresséo
ligacdo & enzima dihidrofolato redutase leve; efeitos no sistema
nervoso central raros

Metotrexato

A quimiorresisténcia em doentes com OS é frequente e pode ser devida a varios
mecanismos, tais como a diminui¢gdo da acumulagéo intracelular ou inativagdo dos farmacos
antitumorais, ativacdo de mecanismos de reparacdo de ADN, desregulacdo nas vias de
transducao de sinal e existéncia células estaminais tumorais. Estes mecanismos que podem
coexistir e constituem o principal obstaculo a eficacia da quimioterapia, podem ser intrinsecos

ou adquiridos durante o tratamento?2,

1.1.5.3 Radioterapia

Na pratica clinica a RT nao é frequente ser usada no tratamento primario de OS, exceto
em certas situacGes particulares®®. O melhor método para o seu controle local envolve a
cirurgia com margens adequadas, devido ao facto deste tumor ser relativamente
radiorresistente!’. Porém, dados sugerem que a RT pré-operatéria permite reduzir a
viabilidade do tumor, aumentar a probabilidade de realizar a cirurgia de preservacdo do

membro e diminuir o risco de recorréncia local*.

O tratamento dos tumores ésseos com RT, geralmente requer a utilizacdo de
radiacOes ionizantes de alta energia (na faixa de 45-70 Gy) que permitem o seu controlo local
adequado®®. A exposicéo a doses elevadas de radiacdo, pode ser ponderada em doentes que
apresentem focos residuais do tumor (apés a sua tentativa de ressec¢ao) ou quando este se

encontra em locais em que ndo é possivel fazer a sua resse¢do completa (0ssos pélvicos,
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coluna vertebral ou base do cranio). Os doentes que recusam a cirurgia definitiva podem
igualmente beneficiar do uso da RT com altas doses. Nestes casos, a irradiacdo pode ser
uma opc¢do no tratamento primario do tumor em conjunto com a quimioterapia®®. Doses
inferiores de radiacdo, sdo Uteis no tratamento paliativo dos doentes com metastases

sintomaticas*®.

1.2 Metastizacéo

A doenca metastatica representa uma das principais causas de morte em
aproximadamente 90% dos doentes oncoldgicos® >3, O fato de certos tumores apresentarem
uma tendéncia para a formacgéo de metastases em 6érgaos especificos € reconhecido ha mais
de um século. Embora a ressec¢do cirargica e a terapia adjuvante possam ser efetivas no
tratamento dos tumores primarios, a doenca metastatica é praticamente incuravel devido a
sua natureza sistémica e a resisténcia a terapéutica atualmente disponivel**. Neste contexto,
a compreensdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos no processo metastético, torna-se
crucial na identificacdo de novos alvos para terapias moleculares que possam interromper ou

possivelmente reverter o crescimento e o desenvolvimento de metastases®®.

Vérios estudos tém surgido no sentido de compreender 0os mecanismos que estao
subjacentes ao tropismo das células tumorais para metastizar em 6rgdos especificos®.
Embora alguns tumores tenham a capacidade de formar metastases em multiplos 6rgaos, os
locais-alvo mais frequentes s&o: osso, cérebro, figado e pulmdo®. O desenvolvimento de
metastases € influenciado por inUmeros fatores e por complexas interacfes celulares,
inicialmente descritas por Stephen Paget (1889) como a hipétese de “seed and soil”. Tendo
como base esta teoria, a metastizacdo depende da interacdo entre as células tumorais
selecionadas (“seed”) e o microambiente previamente preparado em 6rgaos especificos
(“soil”)*1%%, Evidéncias crescentes reforcam a hip6tese de que os tumores primarios criam um
microambiente favoravel, ou seja, um nicho pré-metastatico preparado remotamente antes da

sua colonizacédo®°.

1.2.1 Cascata metastatica

A formacdo de metastases resulta de uma série de eventos que incluem: a libertagdo de
células do tumor primario, intravasé@o e sobrevivéncia na corrente sanguinea ou no sistema
linfatico, extravasdo da circulagdo sanguinea/linfatica, colonizacdo e subsequente
proliferacdo num 6rgdo secundario®-%3, As diferentes etapas do processo metastatico

encontram-se ilustradas na Figura 1.4.
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Figura 1.4 | Representagdo esquematica das etapas da disseminagdo metastatica. As células
tumorais destacam-se do tumor primario para o limen da vasculatura por intravasamento. Algumas
destas células aderem as paredes dos vasos, extravasando para um local distante e originando o
crescimento do tumor secundario [Fonte: Adaptado de 55].

Este processo requer a ativacdo de vias de sinalizagdo que regulam a dindmica
citoesquelética, a perda de adeséo entre as células tumorais e a degradacdo da matriz
extracelular (MEC)®%, seguido por efeitos sistémicos no sistema imunolégico®. O
intravasamento de células tumorais para a circulacdo é promovido pelo recrutamento de
macréfagos, que aumentam a sua motilidade e originam uma permeabilidade transitéria na
vasculatura®®. A perda de adesdo das células endoteliais e a degradacdo da MEC sé&o
essenciais para a migracao das células tumorais. Estes processos além dos macrofagos, sao
mediados por proteases secretadas pelas proprias células tumorais®. Por outro lado, a
angiogénese é fundamental no destacamento das células tumorais do tumor primario para a
circulacéo, fornecendo nutrientes e oxigénio que estimulam a sua disseminac&o®. Contudo,
a maioria das células tumorais que entram na circulagdo morrem, como resultado de danos

fisicos hidrodinamicos ou devido a acdo dos glébulos brancos®®.
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Apds a entrada na circulacdo, as células tumorais podem dispersar-se por todo o
organismo. Ao atingirem tecidos ou oOrgdos distantes, as células tumorais sobreviventes
podem ser retidas em pequenos capilares ou aderir ativamente aos vasos, extravasando para
locais secundarios®!. A maioria das células tumorais disseminam-se como células Unicas.
Porém, podem formar aglomerados circulantes que tém uma maior probabilidade de formar
metastases. Além de células tumorais invasoras, os aglomerados contém células do estroma
e componentes imunolégicos do microambiente original que contribuem para a sua
heterogeneidade e aumentam a sua sobrevivéncia®. Estas alteragbes envolvem a
participacdo de fibroblastos, células endoteliais e imunoldgicas (especialmente células
mieldides imaturas derivadas da medula 6ssea), que sdo responsaveis pelo estabelecimento
de um nicho pré-metastéatico, que fornece um microambiente favoravel ao recrutamento,
colonizagao e posterior crescimento de células tumorais. A formagao do nicho pré-metastatico
€ modulada por fatores secretados pelo tumor primario, incluindo fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas inflamatérias. Paralelamente, os exossomas também podem
promover o estabelecimento do nicho pré-metastéatico e determinar a especificidade do 6rgao

em alguns tipos de cancro®”,

As células tumorais, depois de colonizarem o local metastatico, podem permanecer
inativas por tempo indeterminado como células Unicas ou micrometastases, antes de
estabelecerem as macrometastases, num processo denominado colonizacdo™. Os
fibroblastos senescentes produzem proteases e citocinas, particularmente inflamatérias, que
podem promover a proliferacdo de células epiteliais e ativar células dormentes que
desencadeiam a tumorigénese. Tais fatores ndo séo produzidos pelos fibroblastos “jovens”,

fornecendo uma forte ligacédo do cancro com o envelhecimento e a inflamacéao’.

1.2.2 Metastases pulmonares

O pulmao é o segundo local anatébmico mais comum para a ocorréncia de metastases.
A elevada area da superficie vascular do pulméo (~100m?) e o facto de esta ser formada por
pequenos capilares que se encontram a uma distancia muito curta das células teciduais,
tornam este 6rgéo particularmente rico em oxigénio e nutrientes essenciais a disseminacao
metastatica’’. Além disto, as células tumorais que entram na circulagdo sanguinea através da
drenagem venosa, apls a sua passagem pelo coracdo (auricula e ventriculo direito) e pelas
artérias pulmonares, atingem os pulmdes e sao retidas nos capilares pulmonares. Desta forma,
a capacidade de filtragem da rede capilar pulmonar, explica também o facto de o parénquima

pulmonar ser um dos locais prediletos para o desenvolvimento de metastases’®.

Os mecanismos que determinam o organotropismo metastatico ndo estdo claramente

esclarecidos. Contudo, evidéncias sugerem que 0s tumores primarios transmitem sinais pré-
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metastaticos para o pulméao, preparando-o remotamente para a chegada das células tumorais.
Por exemplo, a ativacao do recetor tipo 1 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-
1) e da metaloproteinase-9 (MMP-9) em células endoteliais pulmonares e em macrofagos,
durante a fase pré-metastéatica, demonstrou tornar este tecido muito mais recetivo a invasao
de células tumorais’?. Outras evidéncias indicam que os tumores primarios produzem fatores
que estimulam os fibroblastos pulmonares a aumentar a expressao de fibronectina. Os niveis
elevados desta proteina presente na MEC, fornecem um gradiente quimiotatico para as
células progenitoras hematopoéticas positivas para VEGFR-1 que migram para o pulmao.
Paralelamente, libertam citocinas quimiotaticas que sistemicamente reprogramam o

microambiente pulmonar durante a formacéo do nicho pré-metastatico’.

1.3 Modelos pré-clinicos de metastases

A complexidade biolégica que carateriza a formacdo de metastases dificulta o
desenvolvimento de modelos experimentais que mimetizem o desenvolvimento da doenga em
contexto clinico. A maioria dos modelos sdo desenvolvidos em murganhos por transplante de
células tumorais, as quais podem ser de origem humana ou murina. No primeiro caso sao
utilizados animais imunodeprimidos, ndo se contemplando a influéncia do sistema imunitario
na progressdo da doenca. No caso de as células tumorais serem de origem murina, 0S
modelos podem ser desenvolvidos em murganhos imunocompetentes com o mesmo fundo
genético do animal de onde se derivou a linha celular tumoral. Para além destes, existem

também os modelos animais geneticamente modificados (GEMMs)"475,

Os modelos animais além de permitirem compreender os mecanismos patofisioldgicos
envolvidos na formacdo das metastases, sdo também importantes ferramentas para a
identificacdo de novos alvos terapéuticos e para delinear novas estratégias dirigidas a

erradicacéo das metastases®..

1.3.1 Modelos de transplantacéao
1.3.1.1 Modelo de metastases experimental

O modelo de metastases experimental € desenvolvido por inoculagdo das células
tumorais diretamente na corrente sanguinea. Regra geral, o local de injecdo das células
tumorais que pode ser na veia lateral da caudal, intraportal e intracardiaca, define o lugar da
colonizacdo das células tumorais®®®2, A injecéo na veia lateral da caudal leva a formacéo de
metastases pulmonares, o que reflete o aprisionamento rdpido das células na
microvasculatura do pulméo algum tempo apds a administracdo celular®®®. Em contraste, a

injecao de células tumorais na veia intraportal € o local mais frequentemente utilizado para o
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desenvolvimento de metastases no figado®. Por sua vez, a injecéo intracardiaca permite uma
disseminacao celular mais abrangente e é sobretudo usada na modelagem de metastases
6sseas e cerebrais®®. Estes modelos de metastases apresentam varias vantagens: o tempo
para o seu desenvolvimento € geralmente rapido, a biologia das metastases é faciimente
reproduzivel e permitem o controle do nimero de células administradas®. Contudo, como as
células tumorais sado introduzidas diretamente na circulacdo, estes modelos néo recapitulam

as etapas iniciais do processo metastatico, restringindo assim o seu potencial de aplicagc&o®®:,

1.3.1.2 Modelo de metastases espontaneas

Os modelos de metastases espontaneas pressupdem a disseminagéo das células a
partir do um tumor primario para locais secundarios®3#4, O fato das metastases espontaneas
surgirem a partir de um tumor primario transplantado, permite estudar as fases iniciais da
cascata metastatica que sdo contornados no modelo de metastases experimental®?. Apesar
de o transplante subcutaneo ectépico ser amplamente usado para monitorizar a formacgéo de
tumores primarios, as metastases dificilmente se desenvolvem nestes modelos. Os modelos
ortotépicos, em que o tumor se desenvolve no seu microambiente natural mimetizam de forma
mais fidedigna a interagdo com o hospedeiro e a disseminagdo metastéatica observada nestes
modelos®84, Esta abordagem tem sido bem-sucedida em vérios tipos de cancros incluindo
carcinoma da mama, pancreas, pulmao e célon®. Para os modelos ortotopicos em que o
crescimento do tumor primario é rapido, podera ser necessario recorrer a excisao cirdrgica

para controlar a morbilidade associada a extens&o do tumor primario”®’’,

1.3.2 Modelos de metastases geneticamente modificados

Os beneficios dos GEMMs na formacéo de tumores que crescem no local/6rgéo de
origem (autoctone) em hospedeiros imunocompetentes, levaram ao uso destes modelos em
estudos pré-clinicos®®. Os tumores que se desenvolvem nos GEMMs assemelham-se as
carateristicas histopatolégicas e moleculares das lesdes do doente humano. Além de exibirem
uma heterogeneidade genética, estes modelos sdo também capazes de progredir
espontaneamente para a doenca metastatica®. Os GEMMs em oposicdo aos modelos de
inoculagdo das células tumorais, desenvolvem o0s tumores num microambiente natural
imunologicamente competente®®. No entanto, apesar das técnicas avancadas de imagem in
vivo, 0 seu longo periodo de laténcia dificulta a previsdo do inicio das metastases e a sua
monitorizacdo. Por outro lado, estes modelos s&o frequentemente limitados pelo crescimento
exacerbado do tumor primério que leva a necessidade de occisdo dos animais, ndo permitindo
avaliar os verdadeiros efeitos na sobrevida associados a progressdo metastatica®®. Por esta

razdo, os modelos de transplantacdo no estudo das metastases sdo considerados muitas
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vezes como uma opcdo alternativa, embora possam negligenciar o impacto do sistema

imunolégico ou ndo mimetizar as etapas iniciais da cascata metastatica®®.
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2. Objetivos

O desenvolvimento de metastases pulmonares continua a ser a principal causa de
morte nos doentes com OS, muitas das vezes ja existentes na altura do diagnéstico, mas
clinicamente néo detetaveis devido ao seu reduzido tamanho®. Apesar dos recentes avancos
nas técnicas cirurgicas, de RT e no desenvolvimento de terapias direcionadas, o cenario para
os doentes com OS metastizados mantém-se praticamente inalteravel, com taxas de

sobrevida aos 5 anos de 20-30%.

As terapias atualmente utilizadas apesar de eficazes no tratamento do tumor primario,
nem sempre previnem o desenvolvimento de metdstases e ndo sdo eficazes na sua
erradicacdo. Nesse sentido, € urgente uma melhor compreensdo dos mecanismos celulares
e moleculares que estdo subjacentes ao desenvolvimento da doenca metastética, assim como

identificar potenciais alvos para novas estratégias terapéuticas.

A complexidade inerente ao processo metastatico e a falta de modelos experimentais
adequados, séo uma realidade que tem contribuido para 0s poucos avangos na prevengéo e

na cura da doenga metastatica, que representa um grande desafio clinico.

Com este trabalho, pretendemos contribuir para a colmatagdo desta lacuna através do
desenvolvimento de modelos de metastases pulmonares de OS em murganhos, capazes de
mimetizarem diferentes etapas da cascata metastatica, e que permitam compreender alguns
dos mecanismos patofisioldgicos envolvidos na formacdo das metastases, identificar novos

alvos terapéuticos, e avaliar a eficacia de novas abordagens terapéuticas.
Assim, os objetivos especificos deste projeto séo:

e Explorar o efeito do precondicionamento com o secretoma das células tumorais no modelo

de metastizag&o experimental.

e Otimizacdo do modelo espontaneo com injecdo subcutanea do tumor primario.
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3. Material e métodos

3.1 Cultura celular

Na realizagéo deste trabalho experimental utilizou-se a linha celular humana de OS
143B, adquirida e certificada pela American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, EUA).
Esta linha celular foi cultivada em meio Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) (Gibco,
Paisley, Escdcia) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Gibco, Paisley, Escocia),
0.015 mg/mL 5-bromo-2’-deoxiuridina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), 1.0 mM de
piruvato de sddio (Mediatech, Herndon, EUA) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco,
Paisley, Escdcia). As células foram mantidas numa atmosfera himida a 37°C com 5% de CO
e sub-cultivadas em condic¢des estéreis, numa camara de fluxo laminar sempre que atingiram

uma confluéncia de cerca de 90%.

Para isso, removeu-se 0 meio de cultura e lavou-se com tampao fosfato-salino (PBS,
do inglés Phosphate-buffered saline). De seguida, para promover o destacamento celular, as
células foram incubadas com uma solugdo de tripsina-EDTA a 0.25% (Gibco, Paisley,
Escocia) durante cinco minutos a 37°C. Para parar a reacdo de tripsinizagdo, adicionou-se
meio de cultura EMEM contendo FBS e centrifugou-se a suspensao celular a 3500 rotacdes
por minuto (rpm) durante 5 minutos a 25°C. Depois da centrifugacdo, descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet celular em meio de cultura. Utilizando uma camara
de Neubauer e recorrendo ao corante azul de tripano a 0.4% (Gibco, Paisley, Escdcia),
efetuou-se a contagem das células num microscopio invertido e determinou-se a viabilidade
celular. Apenas as células com uma viabilidade superior a 90% foram utilizadas nas

experiéncias subsequentes.

3.2 Transducdao da linha celular com o gene repdérter da luciferase

As células 143B foram plaqueadas em placas de 6 pogcos com uma densidade de
100x10°® por poco. No dia seguinte, as células foram incubadas com o lentivirus codificado
para o gene reporter da luciferase (30 ng de virus/100.000 células) e com 4 pl/mL de brometo
de hexadimetrina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) numa atmosfera humida a 37°C com
5% de CO. durante 24 horas. No fim do periodo de incubacdo, o meio de cultura com o
lentivirus foi removido e substituido do meio regular de cultura, na presenca 0.01 mg/mL de
puromicina (Gibco, Paisley, EscdOcia) para selecdo das células infetadas. A expressédo da
luciferase foi confirmada por imagiologia de bioluminescéncia (BLI) utilizando o equipamento
IVIS Lumina XR (Caliper Life Sciences, Hopkinton, EUA) apds incubagéo com 150 pg/mL de
D-luciferina (Synchem, BHg, Alemanha). As imagens de BLI foram analisadas utilizando o

software Living Image® versdo 4.10 (Xenogen, Alameda, Califérnia).
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3.3 Preparacao do secretoma

O secretoma das células tumorais foi obtido a partir da recolha do meio condicionado
das células tumorais 143B. A sua preparacdo e protocolo de administracdo estdo sob

confidencialidade ao abrigo da propriedade intelectual.

3.4 Modelos animais de metéstases pulmonares de osteossarcoma

Foram utilizados murganhos da estirpe Swiss nu/nu (com 8 semanas de idade e 20-
30 g de peso) do sexo masculino ou feminino, provenientes do Biotério do Instituto de
Investigacdo Clinica e Biomédica de Coimbra (iCBR, Coimbra, Portugal) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC). Os animais foram alojados em condicdes
livres de agentes patogénicos e ambientais controladas (ciclos de luminosidade de 12 horas
e temperatura de 22 + 1°C), bem como mantidos em sistemas de gaiolas ventiladas

individualmente com ragéo padréo (4RF21; Mucedola, Milano, Italia) e agua ad libitum.

Os animais foram occisados por deslocamento cervical, sempre que se observou
gualquer sinal de auséncia de bem-estar animal como: perda de peso superior a 20% do peso
inicial, dificuldade em respirar (acompanhada de secrecdo nasal e/ou cianose), tumores
subcutaneos com 15 mm de diametro (ou um volume de 1,5 cm?®), quando os tumores se
apresentavam necréticos ou quando a dimenséao do tumor foi igual a 10% do peso do animal.
Os limites criticos foram definidos de acordo com as Guidelines for the welfare and use of

animals in cancer research’®.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo a legislacdo internacional
(Diretiva 2010/63/EU) e nacional (Decreto Lei n® 113/2013) em vigor sobre a protecdo de
animais utilizados para fins cientificos, tendo sido aprovados com parecer favoravel pelo
Organismo Responsavel pelo Bem-estar dos Animais (ORBEA) do iCBR da FMUC (ID
ORBEA: 11/2020).

3.4.1 Modelo experimental de metastases pulmonares

O modelo experimental de metéstases pulmonares foi induzido através de uma injecédo
intravenosa na veia lateral da cauda de 100 pL de uma suspenséo contendo 1x10° células em
PBS. Os animais foram previamente anestesiados com Isoflurano (Virbac, Carros, France) na
concentracdo de 2-3% (com ventilacdo de oxigénio de 1,5 L/min). Um grupo de animais foi
tratado com o secretoma das células tumorais antes da administracdo das células tumorais

na veia lateral da cauda.

O desenvolvimento de metastases pulmonares foi monitorizado uma vez por semana

pela técnica de imagiologia 6tica de BLI, utilizando o equipamento VIS Lumina XR. Para isso,

28



os animais foram injetados por via intraperitoneal com D-Luciferina dissolvida em PBS na dose
de 150 mg/kg. As imagens foram adquiridas em modo automético, com 0s animais
anestesiados por inalacdo com Isoflurano (com ventilacdo de oxigénio de 1,5 L/min) na
concentracdo de 2,5%. O peso dos animais foi monitorizado semanalmente, bem como

manifestacdes de sinais de auséncia de bem-estar.

Foram definidas regides de interesse (ROIs) em torno das lesdes pulmonares, e
quantificado o sinal de BLI em fotdes/segundo através do software Living Image® versdo 4.10
(Xenogen, Alameda, Califérnia).

3.4.2 Modelo espontaneo de metastases pulmonares

Foi induzida a formagé&o de um tumor primario, através de uma injecao subcutanea no
flanco inferior de uma suspenséo de 5,0x10° células em PBS. Quando o tumor primario atingiu
um volume de 40 a 50 mm? (entre 4 a 5 mm em cada uma das dimensdes) procedeu-se a sua
excisdo. Para isso, os animais foram anestesiados por inalagdo continua de Isoflurano a 2-
3% (com ventilacdo de oxigénio de 1,5 L/min) e colocados em decubito lateral. Antes da
realizagdo da incisdo cirurgica procedeu-se a antissepsia da pele com uma solu¢do aquosa
de lodopovidona a 10%. Para exposi¢édo do tumor primario, realizou-se uma incisdo na pele
(com uma lamina de bisturi nUmero 22) com cerca de 1 cm de comprimento e procedeu-se a
sua remocao com uma tesoura cirdrgica estéril. O tecido subcutaneo foi encerrado com pontos
de sutura simples e com um fio 3/0 ndo absorvivel (Silkam, Rubi, Espanha). Para alivio da dor
pés-cirdrgica, administrou-se por via subcutanea Meloxicam (Meloxidyl, Libourne, Franga) na

dose de 1 mg/kg a cada 24 horas.

Os animais foram sujeitos a técnica de BLI antes da cirurgia, e durante 7 semanas
apos a excisdo do tumor (conforme descrito na seccao 3.4.1) para monitorizar a formacao de

metastases pulmonares.

3.5 Processamento do material bioldgico

Os animais foram occisados por deslocamento cervical, tendo sido realizada sob
anestesia profunda a colheita prévia de sangue por puncdo cardiaca para analise
hematolégica. Para a caraterizacdo anatomo-patolégica e imunohistoquimica, foram

recolhidas amostras dos tumores primarios e das lesées pulmonares.

As amostras recolhidas foram processadas nos Servi¢cos de Patologia Clinica e de
Anatomia Patolégica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). As amostras

dos tumores primarios e das lesdes pulmonares recolhidas foram fixadas em formalina
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tamponada na concentracdo de 10%, desidratadas com concentra¢cdes crescentes de alcool,

diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.

3.5.1 Analise histopatoldgica

Os tecidos foram cortados em secgdes de 4 ym de espessura num micrétomo e
submetidos a técnica de colora¢cdo com hematoxilina e eosina (H&E; Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), para posterior avaliagdo por microscopia otica.

3.5.2 Analise imunohistoquimica

Apos inclusdo em parafina, as amostras das lesdes foram cortadas em secc¢fes de 4
pUm de espessura num micrétomo de tipo Minot, Leica Biosystems RM2245 Micrétomo rotativo

semiautomatizado e posteriormente colocadas em laminas de vidro.

De seguida, de forma a facilitar o processo de adeséo a lamina, os cortes histolégicos
foram colocados numa estufa durante 30 minutos a 57°C. Os tecidos foram posteriormente
sujeitos a um processo de desparafinizagdo e hidratacdo. A recuperacdo antigénica foi
efetuada com imerséo das laminas numa solu¢do tampéo de EDTA-Tris (com pH 8) durante
8 minutos a 95°C. As ligacg6es inespecificas foram bloqueadas com uma solucao hiperproteica

tamponada durante 4 minutos.

A caraterizagdo imunohistoquimica foi efetuada numa plataforma Ventana Marker
Platform Bench Mark ULTRA IHC/ISH, com recurso a um sistema de dete¢cdo multimérico
indireto livre de biotina — Optiview DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems, Arizona,
EUA), com temperatura otimizada em 36°C. De seguida, as amostras foram processadas por
técnicas de detecdo imunoldgica indireta e incubadas com os anticorpos primarios anti-
vimentina (V9, Ventana, Arizona, EUA) e anti-a-SMA (ABT 1487, Millipore, Darmstadt,

Alemanha) de acordo com as indicagdes do fornecedor.

A avaliacdo da marcacdo foi efetuada de modo semi-quantitativo como ausente,

ligeira, moderada ou severa.

3.5.3 Andlise hematoldgica

A analise dos parametros hematoldgicos foi efetuada no grupo de animais sujeitos ao
tratamento com o secretoma e num grupo de animais controlo com igual volume de uma
solucéo salina a 0,9% durante o mesmo periodo de tempo. Esta analise foi realizada 24 horas

apos a Ultima administragao.
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Decorrido o periodo de tratamento, sob anestesia profunda de Ketamina (Ketamidor®,
Durisolstrasse, Austria) na dose de 100 mg/kg em associagdo com Xilazina (Rompun® 2%,
Kiel, Alemanha) na dose de 10 mg/kg administrada por via intraperitoneal, recolheu-se 1 mL
de sangue por puncdo cardiaca em cada um dos animais. De seguida, para avaliacdo dos
indices hematoldgicos no sangue total, as amostras foram distribuidas em tubos com
anticoagulante a 10% (KsEDTA; Beckman Coulter, Fullerton, EUA). Foram avaliados os
seguintes indices hematolégicos (Hitachi 717 analyser, Roche Diagnostics Inc.,
Massachusetts, EUA): glébulos vermelhos (GVs), hematdcrito (Htc), hemoglobina (Hb);
volume globular médio (VGM); hemoglobina globular média (HGM); concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM); amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos
(RDW); glébulos brancos (GBs); linfocitos B, neutrdfilos, mondcitos e basofilos.

3.6 Analise estatistica

Todos os dados sao apresentados como média + desvio-padréo (SD) ou como média
* erro padrao da média (SEM), com n a indicar o niUmero de experiéncias realizadas. O teste
ndo-paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para comparacdes entre duas condi¢des distintas.
O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os resultados obtidos foram
estatisticamente tratados utilizando o software GraphPad Prism®, Versdo 8.0 (GraphPad Inc,
La Jolla, CA, EUA).
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4. Resultados e discussao

4.1 Expressdo do gene reporter da luciferase nas células 143B de

osteossarcoma

A linha celular 143B de OS humano foi transduzida com o gene repoérter da luciferase,
usando um vetor lentiviral que se integra de forma permanente no genoma das células alvo.
De forma a verificar a estabilidade da expressao do gene repdrter nestas células, mediu-se o
seu sinal de BLI emitido pelas células durante varias passagens e antes da sua injecdo nos

animais.

O sinal de BLI correspondente a 100x102 células manteve-se estavel pelo menos até
as 30 passagens apos a transducdo, o que confirma que o gene foi inserido de forma

permanente no genoma das células tumorais como indicado na Figura 4.1.
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Sinal de bioluminescéncia
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Figura 4.1 | Monitorizagao da intensidade do sinal de bioluminescéncia nas células 143B-luc*
com diferentes passagens. O sinal de BLI corresponde a 100x102 células apés a incubagdo com D-
luciferina. Os valores correspondem a média + SEM dos triplicados.

4.2 Modelo experimental de metastases pulmonares de osteossarcoma

Neste estudo, comecdmos por desenvolver o modelo experimental de metastases
pulmonares de OS usando a linha celular 143B que expressa a luciferase (143B-luc*), descrita
na literatura como tendo um fenétipo metastatico’®8. Para isso, foram utilizados murganhos
atimicos da estirpe Swiss (nude), que pelo facto de apresentarem uma deplecdo marcada de
linfécitos T ndo rejeitam o transplante de células tumorais de origem humana®. No
desenvolvimento deste modelo experimental foram utilizadas duas abordagens: i) injecédo

direta das células tumorais na corrente sanguinea através da injecdo intravenosa de uma
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suspensao celular na veia lateral da cauda; ii) pré-tratamento dos animais com secretoma das

células 143B seguido da injecao intravenosa da suspensdo celular na veia lateral da cauda.

4.2.1 Injecdo intravenosa das células 143B na veia lateral da cauda

Para avaliar o potencial metastatico da linha celular 143B, inoculou-se uma suspensao
celular na veia lateral da cauda de murganhos nude atimicos. A progressdo metastatica foi
monitorizada semanalmente por imagiologia Otica de BLI durante 8 semanas apds a
inoculagéo das células. Esta técnica de imagiologia permite detetar e acompanhar de forma
nao invasiva a formacédo de metastases pulmonares, sem proceder a occisdo dos animais. O
peso dos animais, a presenca de dificuldades respiratorias (acompanhada de secrecao nasal
e/ou cianose) ou outras manifestagcfes criticas de auséncia de bem-estar foram igualmente
monitorizados semanalmente. Terminado o periodo experimental, procedeu-se a occisdo dos
animais por deslocamento cervical e a recolha dos pulmbes para posterior andlise

histopatoldgica.

A Figura 4.2 (A-B) ilustra o desenvolvimento de metastases pulmonares pela técnica
de BLI ao longo do tempo. A quantificagdo dos sinais de BLI (fotdes/segundo) em cada uma
das imagens permitiu acompanhar o crescimento das les6es metastéaticas ao longo do tempo.
Na Figura 4.2B encontram-se representadas as médias dos sinais de BLI dos animais que

desenvolveram metastases.

Dos 6 animais inoculados, apenas 50% (3/6) desenvolveram metastases pulmonares
com formacgéo de lesdes unilobulares. Como se pode observar na Figura 4.2A, a primeira
metastase pulmonar foi detetada as 4 semanas ap0s a inoculacao intravenosa das células
143B-luc*, que evoluiu progressivamente como evidenciado pelo aumento na intensidade do
sinal de BLI. N&o foi registada perda de peso (Figura 4.2C) nos animais que desenvolveram
metastases nem observados sinais de auséncia de bem-estar. Os restantes animais que ndo
desenvolveram lesdes foram igualmente monitorizados, ndo se tendo observado alteragbes

de peso nem manifestacfes de auséncia de bem-estar (dados ndo apresentados).

A linha celular 143B, apesar de descrita como metastatica’®!, apenas induziu a
formacao de metastases em metade dos animais inoculados, o que sugere que nem todas as
células tumorais que atingem os pulmdes tém a capacidade de sobreviver e proliferar num

tecido distinto do seu microambiente natural.
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Figura 4.2 | Desenvolvimento de metastases pulmonares por injegcdo intravenosa de células
143B-luc* em murganhos atimicos. (A) Imagens representativas de BLI de um animal inoculado com
células 143B na veia lateral da cauda as 4, 5, 6 e 7 semanas ap0s a injec¢ao. (B) Quantificacdo do sinal
de BLI (fotdes/segundo) ao longo do tempo (média + SEM, n=3). (C) Monitoriza¢do do peso corporal
dos animais durante as 8 semanas do estudo.

A caraterizagcdo anatomo-patologica confirmou a formacdo de uma lesdo pulmonar
maligna unilobular com areas de necrose central, caraterizada pela presenca de células
pleomérficas com elevada atividade mitotica (H&E), tal como ilustrado na Figura 4.3. A analise
imunohistoquimica do a-SMA, um marcador para a alfa actina do muasculo liso, demonstra um
padrdo heterogéneo de marcagao na periferia do tumor na regido dos septos alveolares com
espessamento fibrético das suas paredes. Esta marcacdo de intensidade ligeira a moderada
do a-SMA sugere uma ativacao dos fibroblastos e a sua diferenciacdo em miofibroblastos na

regido peritumoral.
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Figura4.31Imagens representativas de umalesdo metastatica pulmonar de um animal inoculado
com células 143B na veia lateral da cauda. (A) Coloragdo de H&E (40x) demonstrando uma les&o de alto
grau perialveolar com areas de necrose central. (B) Ampliagdo (400x) evidenciando células com marcado
pleomorfismo e intensa atividade mitética (setas). (C) Anélise imunohistoquimica de a-SMA com marcagéo focal e
heterogénea nos septos alveolares (100x) na periferia da lesao.

A injecdo de células tumorais diretamente no sistema vascular em murganhos € um
dos métodos mais usados para recriar experimentalmente o desenvolvimento de metastases
pulmonares. Contudo, ndo recapitula as etapas iniciais da cascata metastética, limitando o
seu potencial de aplicacédo®®*. Além disso, requer a injecdo simultanea de um grande nimero
de células na circulagdo sanguinea, podendo ndo mimetizar totalmente a disseminacao das

células tumorais que ocorre de forma faseada e prolongada a partir do tumor priméario®.

De acordo com a literatura existem poucas linhas celulares de OS com potencial
metastatico, sendo a células 143B uma das mais referenciadas’®8!. Esta escassez de linhas
celulares e o facto de ser necessario a injecao de um elevado nimero de células, sugere que

o0 processo de mobilizacdo das células em circulacéo para o tecido pulmonar é pouco eficaz®®.

Diferentes linhas celulares de OS tém sido utilizadas no desenvolvimento de modelos
experimentais de metastases pulmonares. Manara et al.®” em estudos com a linha celular U2-
OS, estabeleceram um modelo de metastases experimental com formacdo de lesdes
pulmonares 8 semanas apés a sua inoculacdo na veia lateral da cauda. Neste estudo, a
capacidade metastatica da linha celular U2-OS foi demonstrada em 100% dos animais. Num
outro estudo desenvolvido por Jia et al.28, os autores estabeleceram uma linha metastatica
(SAOS-LM6) a partir de células com baixo potencial metastatico (SAOS), através da injecédo
intravenosa de células em murganhos atimicos, da recolha de tecido pulmonar com lesdes,
do isolamento das células tumorais e re-injecdo intravenosa para inducéo de novas lesdes.
Ao fim de 6 ciclos sucessivos, a inje¢cdo destas células resultou no desenvolvimento de
metastases pulmonares microscopicas apdés 5-6 semanas que progrediram para lesdes

macroscopicas as 8 semanas.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram uma cinética de crescimento mais

rapida para as células 143B, com o aparecimento das primeiras metastases pulmonares as 4
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semanas apos inoculagdo. Estas diferencas poderdo ser explicadas por carateristicas

inerentes as proprias linhas celulares.

4.2.2 Precondicionamento com o secretoma das células 143B

Partindo da evidéncia de que os tumores preparam remotamente o nicho pré-
metastatico, para facilitar a sua posterior colonizacao e proliferacdo em 6rgdos distantes®’—,
avaliou-se o efeito do secretoma produzido pelas células 143B na formacédo das metéstases
pulmonares. Para isso, os animais foram precondicionados com o secretoma recolhido das
células 143B, antes destas serem administradas na veia lateral da cauda como descrito
anteriormente. O desenvolvimento das lesdes pulmonares foi monitorizado semanalmente por

imagiologia 6tica de BLI, assim como o peso dos animais, conforme ilustrado na Figura 4.4.
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Figura 4.4 | Efeito do secretoma na formagao de metastases pulmonares em murganhos atimicos.
(A) Imagens representativas da formagdo de metastases pulmonares por imagiologia 6tica de BLI as 3,
4 e 5 semanas apos a inoculacao das células. (B) Imagem de BLI dos pulmdes recolhidos de um animal
as 6 semanas apds a inoculacdo das células tumorais. (C) Quantificacdo do sinal de BLI
(fotbes/segundo) ao longo do tempo (média + SEM, n=5). (D) Monitorizacdo do peso corporal dos
animais durante as 6 semanas do estudo.
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Com esta abordagem de precondicionamento pretendemos mimetizar a existéncia de
um tumor primario, através da administragcao continua do secretoma contendo fatores soluveis

e vesiculares libertados pelas células do tumor primario.

Todos os animais que foram sujeitos ao pré-tratamento com 0 secretoma,
desenvolveram metastases pulmonares apés a inoculacéo intravascular das células 143B-
luc*. As metastases foram detetadas por BLI as 3 semanas apos a injecdo das células. Estas
lesBes inicialmente unilobulares progrediram na sua maioria para multiplas metastases como
ilustrado nas Figuras 4.4 A e B. A imagem ex vivo dos pulmdes recolhidos imediatamente
apos o sacrificio de um dos animais, revela a formacao de multiplas lesées individualizadas.
A quantificacdo do sinal de BLI demonstrou um crescimento mais rapido em comparagédo com
as dos animais ndo tratados com o secretoma. De referir que os valores da quantificacdo
correspondem apenas aos da primeira lesdo identificada apds a inoculagdo das células.
Apesar de nestes animais a progressao da doenca metastatica ter sido mais rapida, ndo se
registaram perdas de peso nem sinais de auséncia de bem-estar nos animais ao longo do
estudo.

A analise histopatologica do tecido pulmonar confirmou a formacdo de lesbes
pulmonares malignas de alto grau com areas de necrose central semelhantes as observadas
no modelo anteriormente descrito. A coloracdo com H&E apresentou a existéncia de células
pouco diferenciadas com intensa atividade mitética e nucleos pleomorficos como ilustrado na
Figura 4.5. Também nestas les6es se observou um padrdo heterogéneo de marcacédo do a-
SMA na periferia do tumor ao longo dos septos alveolares com espessamento das suas
paredes. O aumento da deposicdo de filamentos de actina alfa de muasculo liso sugere a
diferenciagéo dos fibroblastos residentes em miofibroblastos.

Figura 4.5 | Imagens representativas de uma lesdo metastatica pulmonar num animal tratado
com secretoma seguido de injecdo intravenosa de células 143B. (A) Coloracdo de H&E (40x)
evidenciando uma lesdo maligna de alto grau com areas de necrose central. (B) Ampliagao (400x)
demonstrando células pleomérficas com elevada atividade mitética (setas). (C) Imunorreatividade do
a-SMA com marcacéo focal e heterogénea nos septos alveolares na periferia do tumor (100x).

40



Na Figura 4.6 podemos comparar a cinética de crescimento das metastases
pulmonares entre o grupo de animais ndo tratado e o grupo tratado com o secretoma das
células 143B.
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Figura 4.6 | Comparacao da cinética de crescimento das les6es metastaticas entre o grupo de
animais néo tratado e o grupo pré-tratado com o secretoma tumoral. Quantificacdo do sinal BLI
ao longo do tempo, no grupo de animais sem tratamento (Vn=3) e no grupo de animais
precondicionados com o secretoma das células 143B (e n=5).

Nesta andlise, apenas considerdmos a quantificacédo do sinal de BLI na primeira lesao
identificada em cada um dos animais, que foi monitorizada até as 8 semanas no grupo de
animais ndo tratados e até as 6 semanas no grupo de animais tratados com o secretoma.
Cada uma das curvas foi ajustada a uma funcéo exponencial do tipo:

Y(t) = Y(0).e*t
onde Y é o valor do sinal de BLI para o instante t, Y(0) é o sinal de BLI para t=0, k é a constante

de crescimento, e t é o tempo.

Os valores de ajuste para cada uma das curvas estdo apresentados na Tabela 4.1.

Nos valores de k estdo indicados os intervalos de valores entre o minimo e o méaximo.

Tabela 4.1 | Parametros das curvas de ajuste exponencial

R Né&o tratados Tratados
Parametros (n=3) (n=5)
Y(0) 25533 88 864
K 0,889 1,244
(0,379 - 2,880) (0,614 -3,488)
R? 0,532 0,496
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Comparando o desenvolvimento metastatico nos dois grupos de animais, verificou-se
que os animais pré-tratados com o secretoma desenvolveram metéstases pulmonares mais
precocemente e com maior velocidade de crescimento, como indicado pelo valor da constante
k =1,244.

No grupo de animais nao tratados a primeira metastase foi detetada as 4 semanas
apos a inoculacao celular, tendo evoluido progressivamente mas a uma velocidade mais lenta
(k=0,888). De facto, neste grupo a intensidade de emissdo dos sinais de BLI foi
substancialmente inferior as obtidas no grupo de animais pré-tratados em todos os intervalos
de tempo medidos. Apesar disto, o facto de existir sobreposi¢do nos intervalos de confianca
dos valores de k, significa que ndo existem diferencas estatisticamente significativas na
velocidade de crescimento das metastases entre os dois grupos, o que pode ser atribuido ao

reduzido nimero de animais incluidos neste estudo.

Porém, os resultados sugerem fortemente que o secretoma, de alguma forma promove
e acelera o desenvolvimento de metastases pulmonares. Estes resultados estdo de acordo
com a hipétese de “seed and soil” de Stephen Paget que defende que os tumores preparam
remotamente um microambiente favoravel a colonizagéo e subsequente desenvolvimento de
lesdes metastaticas num 6rgdo secundario®>°. Neste modelo, o papel do tumor primario
mimetizado pela administragdo do secretoma das células tumorais, mostra que ha de facto
alteracdes no parénquima pulmonar induzidas pelos componentes do secretoma que o tornam

mais fértil e que promovem o crescimento das lesdes pulmonares.

Sabe-se hoje que os tumores primarios libertam para a corrente sanguinea uma
variedade de componentes incorporados em vesiculas ou na forma sollvel, incluindo fatores
de crescimento, citocinas, quimiocinas e outras biomoléculas que participam na formacéo do
nicho pré-metastatico®”8%, Todos estes fatores produzidos e secretados pelas células
tumorais constituem o secretoma tumoral. A sua composicdo é atualmente encarada como
uma fonte promissora para a descoberta de novos alvos moleculares envolvidos na interagédo
entre o tumor primario e os 6rgdos metastaticos distantes®®. Existem estudos que sugerem
gque o0s exossomas presentes no secretoma desempenham um papel importante no
organotropismo das metastases. Hoshino et al.®* demonstraram que os exossomas derivados
de células de cancro de mama podem ser endocitados por células residentes do respetivo
orgdo metastatico, com o propésito de preparar o nicho pré-metastatico. Neste estudo, a
andlise proteémica dos exossomas demonstrou que perfis distintos da expressdao de

integrinas determinam o organotropismo das lesfes.
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Os nossos resultados comprovam que o0 secretoma das células 143B contem
moléculas bioativas que favorecem a sua colonizag&o no parénquima pulmonar, reforcando o

papel do nicho pré-metastatico na modelag&o das metastases pulmonares.

Nesse sentido, a caraterizacdo deste secretoma por analise de proteGmica, podera
permitir a identificacdo de novos biomarcadores e fornecer informagdes relevantes sobre os
mediadores-chave envolvidos no processo metastatico, e assim identificar potenciais alvos

terapéuticos capazes de retardar ou prevenir a doenga metastatica.

Este modelo experimental, apesar de mimetizar de forma aproximada o efeito das
biomoléculas secretadas pelas células tumorais na formagdo do nicho pré-metastético e
subsequente desenvolvimento de mestastases, nao reproduz as etapas iniciais da cascata

metastatica, nomeadamente a intravasédo das células tumorais na corrente sanguinea.

4.3 Modelo espontaneo de metastases pulmonares de osteossarcoma

Com o objetivo de reproduzir todas as etapas da cascata metastética, estabelecemos
um modelo espontaneo de metastases pulmonares. Para isso foi induzido um tumor primario
através da injecdo subcutanea das células 143B-luc* num dos flancos do animal. Quando o
tumor primario atingiu um volume de 40 a 50 mm?, cerca de 10 dias apds a injecdo subcutanea

das células tumorais, procedeu-se a sua excisdo como ilustrado a Figura 4.7.

Figura 4.7 | Remocao cirargica do tumor primério subcutaneo. (A) Imobilizacdo do animal por
anestesia volatil. (B) Exposi¢ao do tumor primério subcutaneo no flanco esquerdo. (C) Flanco esquerdo
apos excisdo do tumor. (D) Sutura descontinua simples da incisao cirargica.

Dois dias ap6s a remocao cirtrgica, os animais foram avaliados por imagiologia 6tica
de BLI para verificar se a remocao tumor primario foi total e se ja existiiam metastases
pulmonares (Figura 4.8). As imagens de BLI mostram o tumor primario no flanco esquerdo
antes da cirurgia e que esta foi eficaz na remocao total do tumor como demonstrado pela
auséncia de sinal de BLI. Logo ap6s a cirurgia ainda nao era visivel a formacao de metastases

pulmonares.
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Os animais continuaram a ser monitorizados por BLI, e aos 7 dias apds a excisdo
cirargica do tumor primario foram visiveis as primeiras metastases pulmonares, que evoluiram
de forma progressiva. Durante este periodo ndo foram evidentes sinais de auséncia de bem-
estar nem perda de peso nos animais, que se manteve estavel ao longo do estudo (dados

nao apresentados).

Esta metodologia foi aplicada em 3 animais, mas apenas um deles desenvolveu
metastases de forma espontanea, o que esta de acordo com a literatura que refere as
dificuldades em estabelecer modelos espontaneos de metastizacdo a partir de tumores

primarios subcutaneos®¢61.74,
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Figura 4.8 | Crescimento do tumor primério e desenvolvimento de metastases pulmonares apés
inoculagdo subcuténea de células 143B-luc* em murganhos atimicos. (A-B) Imagens de BLI
adquiridas 10 dias depois da indugdo do tumor primério e 4 dias depois da sua remocao cirlrgica,
respetivamente. (C) Visao ventrodorsal demonstrando a auséncia de metastases pulmonares 4 dias
apo6s a remocdo cirdrgica do tumor primario. (D-E) Imagens de BLI adquiridas 6 dias e 12 dias depois
da excisdo do tumor primario, respetivamente.

A andlise histopatolégica do tumor primario confirmou a formacdo de uma leséo
maligna de alto grau com focos de necrose e tecido adiposo a periferia. A coloragdo de H&E
mostra a existéncia de células indiferenciadas, com nucleos pleomorficos e elevada atividade
mitotica (Figura 4.9A). A intensa imunorreatividade para a vimentina confirma a natureza

mesenquimal desta lesdo (Figura 4.9B).
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Figura 4.9 | Caraterizacéo histopatolégica do tumor primario subcutéaneo. (A) Coloragdo de H&E
do tumor primario (100X). (B) Imunoreatividade para a vimentina (100x).

A analise histopatol6gica dos pulmdes revelou a formacgéo de metastases pulmonares
com um padrdo semelhante ao dos modelos anteriores, com areas de necrose central e
nucleos pleomérficos com elevada atividade mitética. Também nestas lesdes se observou a
deposicdo de a-SMA nos septos alveolares peritumorais com uma intensidade moderada a

severa resultante da ativacéo dos fibroblastos (Figura 4.10)

Figura 4.10 | Mestastases pulmonares espontaneas. (A) Coloragdo de H&E da lesao pulmonar (40X).
(B) Ampliacéo (200X) da lesé@o pulmonar. (C) Imunorreatividade do a-SMA com marcag¢éo intensidade
moderada a severa nos septos alveolares peritumorais (100x).
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O modelo espontdneo é sem duvida o que melhor reproduz o processo de
disseminacdo metastética, uma vez que contempla todas as fases de cascata metastatica
desde a libertacdo das células tumorais e intravasdo na corrente sanguinea até ao seu
extravasamento, colonizacéo e proliferacéo no érgao secundéario. No entanto, nem sempre é
possivel o seu desenvolvimento, uma vez que requer um longo periodo de tempo para o
estabelecimento das metastases, 0 que nao é compativel com a elevada taxa de crescimento
do tumor primario, normalmente induzido por linhas celulares agressivas, que rapidamente
formam tumores com tamanhos que excedem os limites éticos permitidos®°2. Para
ultrapassar esta limitacdo, recorre-se muitas vezes a ressecdo do tumor primario apos este
atingir um determinado tamanho, que permita a preparacdo do nicho pré-metastatico e o
intravasamento das células tumorais na corrente sanguinea, considerados passos essenciais
a formacdo de metéstases. Além de que com a excisdo do tumor primario € possivel
monitorizar 0s animais por tempos mais prolongados, sem os condicionamentos éticos do
crescimento do tumor primario. Por outro lado, também reproduz as intervencdes cirlrgicas
com remocao do tumor primério efetuadas na prética clinica. Embora o impacto deste
procedimento na progressao metastatica tenha sido questionado, um estudo recente
demonstrou que o efeito da remog&o do tumor primario no niumero e no fenétipo das células

tumorais circulantes é insignificante®.

O modelo espontaneo aproxima-se mais do contexto real, mas caracteriza-se por uma
menor previsibilidade do padrdo de disseminacgéo e da incidéncia geral de metastases®. Um
estudo recente desenvolvido por Manara et al.8” demonstrou a capacidade tumorigénica da
linha celular U2-OS através da injecdo subcutanea de 30x10° células. A inoculacédo destas
células resultou no desenvolvimento de um tumor primario local (com um volume médio de 5
cm?®) cerca de 55 dias ap6s a injecdo das células tumorais, com uma incidéncia de 63%.
Contudo, apesar do sucesso no estabelecimento do tumor primario, ndo se verificou o
desenvolvimento de metastases pulmonares. Num estudo desenvolvido por Luu et al.®!, os
autores avaliaram a formacdo de tumores subcutdneos usando duas linhas celulares
MNNG/HOS e 143B. Apenas 50-75% dos animais, desenvolveram tumores primarios, sem no

entanto especificarem se houve ou ndo formacao de mestastases pulmonares.

Os nossos resultados confirmaram o tropismo intrinseco das células de OS para o
tecido pulmonar, como demonstrado pela formacdo espontanea de metastases no pulmao,

que se sabe ser o 6rgao preferencial de metastizagdo nos doentes com OS5,

Neste estudo optamos pela inducdo de um tumor primario subcutaneo em vez do
modelo ortotopico que melhor reproduz as caracteristicas histopatolégicas e o microambiente
natural do tumor. Os modelos ortotdpicos sao geralmente induzidos por injecao das células

tumorais na cavidade medular da tibia ou do fémur, que sdo os locais mais comuns de
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desenvolvimento de OS e que rapidamente formam lesdes agressivas osteoliticas® %%, Para
além de ser um procedimento com algum grau de severidade, a remocéo cirlrgica do tumor
requer a amputacao do membro. Trata-se de um procedimento extremamente agressivo para
o animal e com elevado grau de sofrimento e de mortalidade associados, razdo pela qual ndo

foi utilizado neste estudo.

Dada a origem mesenquimal e 6ssea dos sarcomas, a injecéo heterotdpica de células
tumorais ndo tem em consideracao as interagdes celulares com o seu microambiente normal.
No entanto, apresenta a vantagem de ser tecnicamente mais facil de executar e de induzirem

um menor grau de sofrimento nos animais®.

Uma limita¢do deste modelo € o facto de os animais serem imunocomprometidos ndo
permitindo avaliar a influéncia do sistema imunitario no desenvolvimento de metéstases, que
se sabe ter um papel relevante nesse processo. O desenvolvimento de modelos animais com
células tumorais de origem humana s6 é possivel em animais atimicos, o que nos limitou a
utilizacdo destes animais. A outra alternativa seriam 0s animais humanizados que requerem

técnicas sofisticadas de manipulacfes genética e custos extremamente dispendiosos.

A caracterizacdo das lesdes pulmonares induzidas pelas diferentes abordagens
experimentais revelaram um padréo histolégico semelhante, com areas de necrose central e
deposicdo de a-SMA nos septos alveolares na periferia do tumor, com espessamento das
suas paredes. O a-SMA é utilizado como marcador de miofibroblastos também conhecidos
como fibroblastos associados ao cancro (CAFs, do inglés cancer-associated fibroblasts).
Estas células sdo um componente importante do estroma tumoral e parecem contribuir para
0 caracter mais agressivo das células tumorais, através da secrecdo de fatores de
crescimento, citocinas e metaloproteinases®-°. Os nossos resultados sugerem um papel
ativo dos miofibroblastos na formacéo e estabelecimento das lesdes tumorais, um aspeto que

merece ser investigado em estudos futuros.

4.4 Dados hematolégicos

Apesar da estirpe Swiss (nude) ser atimica, e de apresentar uma populacdo de
linfécitos muito reduzida composta apenas por linfocitos B, decidimos avaliar o efeito do
secretoma per se em alguns parametros hematoldgicos dos animais. Esta andlise foi feita no
grupo de animais sujeitos ao tratamento com o secretoma 24 horas apos a Ultima
administracdo e no grupo de animais controlo que foram tratados com igual volume de uma
solucdo salina a 0,9% durante 0 mesmo periodo de tempo. Os valores das médias e dos

respetivos SD para cada um dos parametros analisados encontram-se na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 | Parametros hematoldégicos no grupo de animais nédo tratados e sujeitos ao

tratamento com o secretoma das células 143B

Parametros N&o tratados Tratados
(n=4) (n=3)

Hemograma
GVs (108/uL) 9,07 £ 0,17 9,59 +0,48
Hb (g/dL) 13,63+ 0,43 14,23 £ 0,29
Hct (%) 45,10 + 2,45 46,47 + 0,96
VGM (fL) 48,45 + 3,05 48,57 + 1,38
HGM (pg) 15,03 £ 0,26 14,90 £ 0,53
CHGM (g/dL) 30,28 + 0,76 30,63 £ 0,24
GBs (10%/uL) 4,66 + 2,00 3,60 + 0,69
RDW (%) 19,70 + 0,45 20,80 + 1,27

Leucograma
Linfocitos B (%) 74,35 + 8,68 80,30 + 3,93
Neutréfilos (%) 22,58 £ 9,61 18,03 + 3,49
Monocitos (%) 2,45 + 2,63 1,50 + 0,60
Basofilos (%) 0,63 £ 0,54 0,17+0,11

Abreviaturas: Globulos vermelhos (GVs); Hemoglobina (Hb); hematdcrito (Hct); Volume globular médio (VGM);
Hemoglobina globular média (HGM); Concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM); Glébulos brancos
(GBs); Amplitude de distribuigdo dos glébulos vermelhos (RDW).

Para o numero de animais estudados, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos, embora se observe uma tendéncia para
uma diminuicdo nas populacfes leucocitarias efetoras da imunidade inata (neutréfilos,
mondacitos e basofilos) no grupo de animais sujeitos ao tratamento com o secretoma. Esta
diminui¢é@o ainda que néo significativa, sugere que ha uma diminuicdo da resposta imune inata

que é permissiva a sobrevivéncia das células tumorais.
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5. Conclusodes

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento e otimizacdo de modelos

pré-clinicos de metastases pulmonares de OS, capazes de mimetizar diferentes etapas da

cascata metastética e de recapitular alguns dos mecanismos biolégicos associados a

progressao da doenca. Neste sentido, de acordo com a metodologia adotada e com base na

analise e discussao dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

O pré-tratamento dos animais com o secretoma acelera o desenvolvimento de metastases

pulmonares no modelo de metastizagao experimental.

O secretoma das células tumorais contém moléculas bioativas que favorecem a
colonizacdo e proliferacdo das células tumorais no tecido pulmonar, reforcando a
importancia da formagdo do nicho pré-metastatico no estabelecimento de metastases

pulmonares.

O modelo de metastizagédo espontanea reproduz todas as etapas da cascata metastatica
e confirma o tropismo intrinseco das células de OS para o tecido pulmonar, mas tem uma

baixa taxa de reprodutibilidade.

No modelo espontadneo, a excisdo cirdrgica do tumor primario permite monitorizar a
formacado de metastases por longos periodos de tempo sem os condicionamentos éticos

do crescimento do tumor primario.

As lesBes pulmonares desenvolvidas com as diferentes abordagens experimentais,
revelaram a presenca de um padréo histopatolégico semelhante, caraterizado por areas
de necrose central e por uma deposicado de a-SMA nos septos alveolares peritumorais,

sugerindo a presenca de miofibroblastos nas lesdes metastaticas.

O modelo de metastizacdo experimental em animais precondicionados com o secretoma
tumoral aproxima-se mais dos modelos de metastizacdo espontanea. No entanto, néo
recapitula as etapas inicias da cascata metastatica, o que limita a seu potencial de

aplicacdo em investigagdo pré-clinica.

A caracterizacdo do secretoma podera levar a identificacdo de potencias alvos
terapéuticos e contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos que previnam ou
retardem o desenvolvimento de metastases pulmonares que continua a ser um dos

maiores desafios no tratamento do OS.
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