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Abstract

O desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o tratamento
de cancer se baseia na utilizacdo de modelos para avaliagdo e comprovacao do
efeito bioldgico. Ensaios em cultura de células séo altamente acessiveis e podem
ser utilizados para fornecer provas de conceito que justifiguem testes em
sistemas bioldgicos mais complexos, tal como utilizacdo de modelos animais. No
campo da imunoterapia de cancer, em que o objetivo consiste em mobilizar
células do sistema imune para detectar e eliminar células tumorais, a utilizacédo
de animais imunocompetentes desafiados com tumores singénicos € uma
ferramenta muito informativa para validar a funcionalidade de uma estratégia,
contudo, apesar de haver similaridades entre células de animais e células
humanas, podem haver diferencas estruturais em proteinas e sitios alvo que
restrinjam uma estratégia terapéutica apenas a espécie testada. No caso de
estratégias desenvolvidas para terapia de humanos, é possivel utilizar modelos
animais humanizados, que aceitem enxertos xenograficos. Neste projeto
desenvolveremos modelos de camundongos para teste de vacinas antitumorais.
Neste modelo, animais imunodeprimidos serdo desafiados com tumores
derivados de células primarias humanas. Estes animais também receberdo
enxerto de leucocitos humanos e combinacBes terapéuticas de vacinas
antitumorais e anticorpos monoclonais. O sucesso deste projeto possibilitara
explorar a eficiéncia de combinacdes terapéuticas para imunomodulacao
antitumoral mediada por vacinas derivadas de células tumorais geneticamente
modificadas e de anticorpos monoclonais biossimilares produzidos no LNBio —
CNPEM.
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Introducéo e estado da arte

Trabalhos prévio de nosso grupo demonstram a possibilidade de utilizar
combinacdes de vacinas imunomodulatérias para inibir o crescimento de
tumores em animais imunocompetentes desafiados com tumores singénicos
(Manrique-Rincon et al. 2017, Manrique-Rincon et al. 2018). Além de
observarmos combinagBes que potencializaram o efeito antitumoral, também
verificamos combinagdes que induziram uma protecdo em animais re-desafiados
numa segunda vez, que resistiram a formacgéo de tumores. A relevancia desta
observacao consiste em comparar este novo desafio com uma recidiva, em que
a terapia imunomodulatéria conseguiria prevenir o surgimento de novos tumores
apos o tratamento. Dados da literatura sugerem que um grande numero de
pacientes em tratamento para cancer de mama, por exemplo, apresentam uma
melhora inicial, e podem se tornar refratarios aos tratamentos ao longo do tempo
(Ahmad 2013). A taxa de sobrevivéncia livre de doenca € um parametro
essencial para medir a qualidade e efetividade da terapia administrada (Warren
and Yabroff 2015). Tendo em vista o cancer de mama, observa-se uma grande
heterogeneidade na doenca, caracterizada por uma diversidade histoldgica,
mutacBes genéticas e perfil de expresséo génica (Shipitsin et al. 2007, Allred et
al. 2008, Dobrolecki et al. 2016). Sendo assim, o efeito bioldégico de uma terapia
também pode variar entre diferentes pacientes. Dessa forma, justifica-se o
desenvolvimento de modelos que possibilitem predizer a eficiéncia de
abordagens terapéuticas dirigidas ao tratamento de cancer humano, o que
poderia se traduzir, num futuro, como a possibilidade de desenvolver
tratamentos personalizados, mais efetivos que atendam a demanda individual do
paciente. Neste sentido, sdo desenvolvidos animais PDX (patient-derived
xenograft) que possibilitam explorar as nuances imuno-oncologicas de tumores

derivados de pacientes em animais experimentais (Dobrolecki et al. 2016).

Os modelos de camundongos PDX s&o gerados a partir de linhagens de
animais imunodeprimidos, como nude, Rag(-), II2RG(-), SCID, NOD/SCID, NSG
entre outros. Estes animais apresentam diferentes deficiéncias no sistema
imunoldgico que viabilizam aceitarem enxertos xenograficos. O cruzamento

entre estas linhagens pode favorecer determinadas condi¢cdes experimentais,
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aumentando a estabilidade do enxerto e evitando se GVHD (graft versus host

disease) .

Neste projeto, planejamos utilizar animais PDX para avaliar o efeito
terapéutico de vacinas imunomodulatdrias e anticorpos monoclonais gerados no
LNBio CNPEM. Assim, podemos avaliar a eficacia de estratégias de
imunomodulagéo e interferéncia no crescimento destes tumores, derivados de
células primérias num microambiente tridimensional em que a célula de cancer
interage com outros tipos celulares, recebe sinalizagbes paracrinas numa

condicdo mais aproximada de um tratamento clinico.

Objetivos

O alvo central deste projeto consiste em desenvolver animais PDX para explorar
a eficacia terapéutica de combinag¢Bes vacinais e anticorpos monoclonais
desenvolvidos no LNBio — CNPEM

Objetivos especificos

1.Imortalizac&o de linhagens tumorais primarias humanas.
2.Enxerto de células tumorais em animais NOD/SCID
3.Estabelecimento de vacinas antitumorais

4.Enxerto de PBMCs humanos

5.Desafio de animais hPBMC com tumores primarios e tratamento com vacinas
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Plano de pesquisa e metodologias
l.Imortalizac&o de linhagens tumorais primarias humanas.

Receberemos células primarias de uma parceria com um instituto de oncologia.
Estas células serdo modificadas com um vetor retroviral que codifica o gene
hTERT. Este vetor codifica uma subunodade catalitica da telomerase
transcriptase reversa, que regenera o0s teldmeros, protegendo danos
cromossOmicos e evitando-se a senescéncia celular apés multiplas divisdes
(Bodnar et al. 1998, Smith et al. 2013). Dessa forma, planejamos utilizar um vetor
retroviral codificando hTERT para imortalizar células priméarias que poderédo ao

mesmo tempo serem enxertadas em animais.
2.Enxerto de células tumorais em animais NOD/SCID

Em paralelo ao experimento de imortalizagdo celular, também enxertaremos
parte das células tumorais em animais. Poderdo ser feitas passagens entre
animais, para o estabelecimento de PDX. Dados da literatura sugerem que
linhagens PDX podem apresentar estabilidade gendmica e proteémica por até
15 transplantes sucessivos em camundongos (Zhang et al. 2013).

3.Estabelecimento de vacinas antitumorais

Uma vez que tivermos linhagens tumorais imortalizadas procederemos o
estabelecimento de linhagens vacinais a partir da transducéo viral. Utilizaremos
vetores virais produzidos no LNBio-CNPEM, codificando imunomoduladores e
um cassete de resisténcia ao antibiotico G418. A selecdo com G418 possibilitara
a selecdo de um pool de células expressando o transgene de interesse. Estas
linhagens serdo caracterizadas com ensaios de citometria de fluxo , expandidas

e congeladas.
4 Enxerto de PBMCs humanos

Em contraste ao modelo animal imunocompetente desafiado com tumores
singénicos, os modelos xenograficos comprometem a exploracéo de estratégias
de imunomodulacgdo, pois 0s animais sdo imunodeprimidos. Uma alternativa
para isso, consiste em enxertar PBMCs em animais PDX, de forma que o animal
tenha o tumor e o PBMC do proprio doador. Neste projeto planejamos fazer
ensaios de padronizacao para enxerto de PBMCs. Testaremos diferentes rotas
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de injecdo, como intraorbital e veia caudal. Também poderemos depletar células

da medula 6ssea dos animais recipientes, com irradiacao.

5.Desafio de animais PBMCs com tumores primarios e tratamento com

vacinas

Animais contendo enxertos de PBMCs poderdo ser desafiados com células
tumorais provenientes do proprio doador. Estes animais também poder&o
receber vacinas antitumorais e anticorpos monoclonais para avaliar efeito

bioldgico.

Perspectivas

O Desenvolvimento de modelos animais PDX que apresentam PBMCs humanas
poderd viabilizar o estudo de estratégias de imunomodulacéo antitumoral. Dados
anteriores de nosso grupo, demonstram que certas combinacdes terapéuticas
apresentaram grande eficacia (Manrique-Rincon et al. 2017), além de induzirem
um efeito protetor a longo termo, prevenindo a recorréncia de tumores em
animais redesafiados. Neste projeto poderemos transpor a estratégia utilizada
com tumores de camundongo para utilizagdo de tumores humanos e
combina¢cbes de vacinas terapéuticas geradas em humanos. Estas vacinas
poderdo ser avaliadas em modelos animais que apresentam componentes do
sistema imunolégico humano, mimetizando condicdes mais aproximadas com a
realidade clinica. Estes modelos também poderéo ser utilizados para verificar a
eficacia de anticorpos monoclonais imunomodulatérios gerados no LNBio-
CNPEM. O sucesso deste projeto podera contribuir para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas baseadas na combinacdo de vacinas
antitumorais, anticorpos monoclonais, ou mesmo para o0 desenvolvimento de
ensaios para predicao de estratégias que poderao ser utilizadas na clinica com

pacientes.
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