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RESUMO

O cancer colorretal figura entre o segundo e o terceiro tipo de cancer mais comum
no Brasil e no mundo. Apesar das elevadas taxas de incidéncia e mortalidade do
cancer colorretal, a maioria das mortes poderia ser evitada com um diagndéstico
precoce, refletindo a necessidade da busca constante por ferramentas de maior
eficacia para a deteccdo precoce e para 0 acompanhamento das terapias clinicas,
além de ferramentas que auxiliem a pesquisa experimental sobre os mecanismos
de tumorigénese do cdlon e sobre novas abordagens terapéuticas. Neste contexto a
Biomicroscopia ultrassdnica endoluminal (BMUe), instrumentacédo de ultrassom de
alta frequéncia, se mostrou promissora na deteccdo de pequenas lesdes do colon,
como neoplasias em estagio inicial. Ainda, o ultrassom de alta frequéncia pode ser
aliado ao uso de agentes de contraste ultrassbnicos (ACU), injetados por via
intravenosa, com intuito de melhor delinear a morfologia e vasculatura do tecido
analisado. Dado que o surgimento de novos vasos sanguineos (angiogénese) é
necessario para o desenvolvimento do cancer de cdlon, o uso de métodos de
imagem capazes de avaliar a progressédo da angiogénese coldnica pode auxiliar no
acompanhamento da tumorigénese e do efeito das terapias anti-tumorais. Sendo
assim, neste estudo avaliou-se a capacidade da BMUe, na auséncia e na presenca
de ACU, em acompanhar o desenvolvimento do cancer de célon, bem como a
resposta ao tratamento anti-tumoral (bevacizumabe, um anticorpo monoclonal anti-
VEGF, e 5-fluorouracil, um quimioterdpico de primeira linha) em modelo
experimental de cancer de célon associado a inflamacédo, em camundongos. Os
resultados indicaram que o emprego dos ACU na BMUe auxilia na visualizacéo da
morfologia de lesdes do colon, melhorando a delimitacéo de infiltrados linféides e de
areas tumorais planas. Através da quantificacdo da intensidade de pixels na
imagem de ultrassom, observou-se que o uso de ACU induziu um aumento da
ecogenicidade no grupo de animais que nao sofreu tratamento anti-tumoral. Em
animais tratados com bevacizumabe, a intensidade de sinal ultrassonico nao foi
aumentada apés o uso do ACU, sugerindo efeito anti-angiogénico. Os resultados
reforcam a capacidade da BMUe como uma importante ferramenta para auxiliar no
diagnostico e acompanhamento de lesdes do colon. Conclui-se que a BMUe pode

atuar de maneira complementar a colonoscopia, auxiliando a deteccédo de lesdes



tumorais planas e a visualizacdo da integridade tecidual das camadas subjacentes a
mucosa. Esse estudo ressalta que o uso de agentes de contraste ultrassonicos
ajuda na melhor visualizacdo da morfologia e vasculatura tumoral pela BMUe,
evidenciando a aplicabilidade dessa técnica em analises experimentais e em

possiveis estudos clinicos futuros.

Palavras-chave: Cancer de cdélon; angiogénese; agentes de contraste ultrassénicos;

ultrassom de alta frequéncia; bevacizumabe.



ABSTRACT

Colorectal cancer is among the second and third most common cancer worldwide
and in Brazil. Despite the high rates of colorectal cancer incidence and mortality,
most deaths could be avoided by early screening diagnosis, reflecting the need for
more efficient tools for clinical early detection and follow-up, and also for
experimental research on molecular mechanisms of colon tumorigenesis and new
targets and therapeutic approaches. In this context, endoluminal Ultrasound
Biomicroscopy (eUBM), a high frequency ultrasound instrumentation, has shown to
be a promising tool for detection of small colonic lesions, such as early stage
tumors. Furthermore, high frequency ultrasound can be combined with intravenous
ultrasound contrast agents (UCA) in order to better delineate tissue’s morphology
and vasculature. Since the development of colon cancer depends on angiogenesis
(formation of new blood vessels), the use of imaging methods capable of assessing
the progression of colonic angiogenesis may help the analysis of tumorigenesis
processes and the chemotherapy follow up. Thus, in this study we evaluated the
ability of eUBM, with or without UCA, to monitor the development of colon cancer, as
well as the response to anti-tumoral treatment (bevacizumab, an anti-VEGF
monoclonal antibody, and 5- Fluorouracil, a first-line chemotherapy) in a mouse
model of inflammation-associated colon cancer. The results indicated that UCA-
associated eUBM improves visualization of colonic lesion’s morphology, delimiting
lymphoid infiltrates and flat tumoral areas. By quantifying pixel intensity in the
ultrasound images, we observed that UCA injection induced an increase in tumoral
echogenicity in animals not treated with anti-tumoral therapy. In animals treated with
bevacizumab, ultrasound signal intensity was not increased after UCA injection,
corroborating its anti-angiogenic effect. These results reinforce eUBM's ability as an
important tool to help diagnosis and follow-up of colon lesions. We concluded that
eUBM could be used as a colonoscopy-complementary tool, helping to detect flat
tumoral lesions and to visualize tissue integrity underlying the mucosa layer. This
study emphasizes that UCA improves the visualization of tumoral morphology and
vasculature by eUBM, suggesting a possible application of this technique in

experimental research and clinical studies.

Keywords: colorrectal cancer; angiogenesis; ultrasound contrast agents; high



frequency ultrasound; bevacizumab.
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1. INTRODUCAO

O céancer de colon (CC) apresenta elevadas taxas de incidéncia e
mortalidade, acometendo tanto pessoas de paises desenvolvidos, quanto pessoas
de paises em desenvolvimento (Torre et al, 2015; Ferlay et al, 2015). Seu
desenvolvimento pode se dar de maneira esporadica ou pode estar associado com
inflamag&o, sendo descrito por alguns autores o aumento do risco de
desenvolvimento do CC em portadores de doencas intestinais crénicas como a
Doenca de Chron (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU) (Kraus & Arber, 2009; Terzic et
al, 2010). Em ambas as formas de desenvolvimento, o tumor pode se originar a
partir da malignizacédo de Pélipos Adenomatosos (PA).

A progressdo do tumor é dependente do aporte de nutrientes e oxigénio,
sendo estes fornecidos pelo desenvolvimento de uma nova vasculatura (Forsythe et
al., 1996). O desenvolvimento de novos vasos ocorre a partir de vasos pré-
existentes locais, fenbmeno denominado angiogénese. A angiogénese é estimulada
por diversos fatores, sendo o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular — A
(VEGF-A) o fator mais estudado com relacdo a angiogénese tumoral, e o Receptor
tipo 2 de VEGF (VEGFR2) mais relacionado com o0s eventos mitogénico e
vasculares do VEGF (Folkman, 1971; George et al., 2001; Jubb et al., 2006).

Estudos apontam para a diminuicdo das taxas de incidéncia e de mortalidade
por CC, que pode ser atribuida ao aumento da remocdo de pdélipos pré-
cancerigenos, salientando a importancia da deteccao precoce (Winawer et al., 1993;
Hosokawa et al, 2003; Lansdorp-Vogelaar et al, 2009). Assim, diversos estudos vém
buscando novas ferramentas que auxiliem no rastreio de lesdes pré-tumorais e
tumorais do cancer de célon, visando obter uma melhor taxa de resposta ao
tratamento do paciente. A necessidade da constante busca por ferramentas de
maior eficacia para a deteccédo precoce do CC levou ao desenvolvimento de uma
ferramenta auxiliar, que utiliza ultrassom de alta frequéncia, a Biomicroscopia
Ultrassénica endoluminal (BMUe). Tal ferramenta tem se mostrado promissora no do
diagnéstico de lesbes inflamatérias e tumorais de célon em modelos experimentais
(Alves et al., 2011; Alves et al., 2012; Soletti et al., 2013).

No presente trabalho buscou-se avaliar a capacidade da BMUe isolada e
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aliada ao uso de Agentes de Contraste Ultrassonicos (ACU) em acompanhar o
desenvolvimento dos tumores, bem como a resposta ao tratamento anti-tumoral do
CC.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Anatomia e morfologia do c6lon

19

Coélon, reto e anus constituem o intestino grosso, 6rgao cujas funcdes incluem

absorcdo (adgua, ions e vitaminas), producdo de determinadas vitaminas (por

bactérias) e a formacéo e expulsdo das fezes (Tortora & Derrickson, 2010). O colon

€ dividido, segundo suas caracteristicas, em ceco ou ascendente, transverso,

descendente e sigmadide. Os segmentos ascendente e transverso sdo considerados

célon proximal, enquanto os segmentos descendente e sigmdéide sdo considerados

coélon distal (Figura 1). Cada segmento do colon possui veias e artérias proprias que

realizam o suprimento sanguineo, sendo acompanhados por vasos linfaticos e

linfonodos (Campos, 1994; Tortora & Derrickson, 2010).
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Reto Anus

do colo o

Figura 1. Anatomia do intestino grosso. TORTORA, Gerard J. Corpo Humano: Fundamentos de

Anatomia e Fisiologia. 4ed. Artmed
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O célon é subdivido em quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e
serosa (Figura 2). A camada mucosa é o revestimento interno, sendo composta de
epitélio, tecido conjuntivo (lamina propria) e musculo liso; a submucosa, constituida
por tecido conjuntivo, atua unindo as camadas mucosa e muscular; a camada
muscular é formada por musculo liso em duas camadas (camada interna de fibras
circulares e uma camada externa de fibras longitudinais); e a camada serosa é a
mais externa, voltada para a cavidade abdominopélvica, composta por tecido
conjuntivo areolar e epitélio pavimentoso simples (mesotélio) (Tortora; Derrickson,
2010).

O epitélio da mucosa intestinal € colunar simples selado por juncdes
oclusivas; e atua na absorcdo e na secrecdo (células exdcrinas). A lamina propria
contém muitos vasos sanguineos e linfaticos, importantes para o transporte dos
nutrientes absorvidos no intestino até outros tecidos do corpo (Tortora & Derrickson,
2010).

Lume do intestino grosso
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Figura 2. Histologia do intestino grosso. Tortora & Derrickson, 2010.

O intestino desempenha importantes funcdes, incluindo a capacidade do
epitélio intestinal em atuar como uma barreira entre os ambientes interno e externo.
Assim, um bom funcionamento do intestino é essencial para a saude (Camilleri, et al.
2012). Alteracdbes homeostéticas, infeccdes e inflamacbes afetam seu

funcionamento podendo levar ao desenvolvimento de neoplasias, e até mesmo ao
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desenvolvimento de tumores. Dentre essas alteracdes, as doencas inflamatdrias
intestinais crénicas — Retocolite ulcerativa e Doenca de Crohn - tém sido apontadas,
por dados da literatura, como fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
coélon (associado a inflamacéo) em pessoas portadoras das mesmas (Askling et al.,
2001; Zisman & Rubin, 2008; Beaugerie & ltzkowitz, 2015).

2.2. Doengas inflamatorias intestinais cOnicas

As doencas inflamatdrias intestinais crénicas, Retocolite Ulcerativa (RCU) e a
Doenca de Crohn (DC), aumentam o risco do desenvolvimento do cancer de colon
em portadores das mesmas, conforme ja citado. A RCU é uma inflamacéo intestinal
que normalmente se inicia no anus e reto, onde a maior atividade inflamatéria é
encontrada. Com a progressdo da doenca, todo o célon pode ser afetado, de
maneira continua e simétrica (Guindi & Riddell, 2004; Rogler, 2014).

A DC afeta todas as camadas do colon e pode ocorrer em qualquer regido do
trato gastrointestinal com areas de mucosa normal intercaladas por areas
inflamadas. Ambas apresentam caracteristicas clinicas, que se sobrepdem, o que
dificulta a distincdo entre elas, ndo havendo testes diagnosticos especificos
(Silverberg et al, 2007).

Em estudo realizado por Dahlhamer e colaboradores, estimou-se que no ano
de 2015, mais de trés milhdes de adultos tenham sido diagnosticados com doenca
inflamatoria intestinal. Foi encontrada maior prevaléncia entre adultos dos seguintes
grupos socio-demogréficos: hispanicos; brancos néo-hispanicos; adultos com baixo
nivel escolar; desempregados; nascidos nos EUA; vivendo na pobreza ou em areas

suburbanas e em adultos a partir dos 45 anos (Dahlhamer et al., 2016).

O céancer de colon associado a inflamagéo parece apresentar fisiopatologia
diferente do cancer de colon esporadico, ndo apresentando a sequéncia adenoma-
carcinoma deste ultimo. Com a inflamacdo crénica recrutando citocinas e

qguimiocinas, ocorrem alteracdes nos padrdes de proliferacdo, sobrevivéncia e
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migracdo das células epiteliais, contribuindo assim para o desenvolvimento de
displasia multifocal de baixo e alto grau, podendo entdo culminar no

desenvolvimento do cancer de célon (Rogler, 2014; Dulai et al., 2016).

2.3. Cancer de coélon

O cancer de cdélon (CC) pode afetar todas as regifes do intestino grosso.
Tumores no colon proximal acometem mais frequentemente mulheres e pacientes
mais idosos, enquanto os no célon distal s&o mais comuns em homens e pacientes
de meia idade (Matanoski et al, 2006; Nawa et al, 2008).

O desenvolvimento do cancer de colon pode ser esporadico, decorrente de
instabilidades genéticas (por exemplo, devido a polipose adenomatosa familiar, na
qual ocorre mutacdo do gene APC, Polipose Adenomatosa Coli), ou associado a
inflamac@es crbnicas intestinais, como ja citado (Kraus & Arber, 2009; Terzic et al,
2010).

2.3.1. Etiologia

O céncer de cdlon esporadico possui etiologia mal definida e representa 80%
dos casos, podendo ser decorrente de alteracdes genéticas hereditarias ou por
causas ambientais (exposicdo a agentes mutagénicos) (Kraus & Arber, 2009). O
desenvolvimento associado a inflamacé&o também apresenta alteracdes genéticas,
compartilhando algumas mutacbes contidas no tipo esporadico, apresentando
diferencas no tempo e na frequéncia de algumas alteracdes na sequéncia displasia-
carcinoma. Beaugerie & Itzkowitz (2015) esquematizaram as mutacdes ocorridas
em ambos os tipos de cancer de célon ao longo de seu desenvolvimento (Figura 3)
(Beaugerie & Itzkowitz, 2015).
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Figura 3. Patogénese do cancer de colon. O céancer de cdlon é causado pelo acimulo de mutagbes
em oncogenes e genes supressores tumorais. Algumas alteragcdes moleculares sao similares durante
a sequéncia adenoma-carcinoma e no cancer de célon associado a colite, porém ocorrem em ordem
diferente. No cancer de coélon esporadico, inicialmente ocorre a perda de funcdo do gene APC
(Polipose Adenomatosa Coli), seguida por aneuplodia e desregulacdo de micro RNAs (miRNA) e por
mutagdes nos oncogenes KRAS (Kirsten Rat sarcoma virus homolog) e SRC; ativacdo de Cox-2
(Ciclooxigenase-2), e mutacfes nos genes supressores tumorais DCC (Deleted in Colon Cancer),
DPC4 (Smad4) e TP53. Adaptado de Beaugerie & Itzkowitz, 2015.

Tanto o cancer de célon esporadico, quanto o associado a inflamagéo podem
se originar de pdlipos adenomatosos (PA). Os polipos intestinais resultam do
crescimento anormal das células da mucosa intestinal, originando uma
protuberancia no lumen intestinal, sendo considerados tumores benignos que
ocasionalmente podem sofrer malignizacdo (Adachim et al., 1991). Devido a
distincdo morfoldégica e aos padrbes diferentes de crescimento e diferenciagéo
celular, os pdlipos foram divididos, num primeiro momento, em dois subtipos

histoldgicos: polipos hiperplasicos e adenomas (po6lipos adenomatosos).
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Os polipos hiperplasicos sdo pequenas lesbes mais frequentemente
localizadas no cdlon distal e no reto, que apresentam um padréo de células epiteliais
serrilhadas, devido a insercdo de células colunares absortivas, frequentemente
hiperdistendidas. Polipos adenomatosos sdo compostos por células absortivas
colunares nado diferenciadas, com hipercromatismo nuclear e sem uma zona
replicativa restrita, ocorrendo mitose em todo o comprimento da cripta (Longacre &
Fenoglio-Preiser, 1990). Ocorre simultaneamente um aumento no ndamero de
mitoses e uma reducdo da morte celular (apoptose), levando a um desequilibrio
proliferativo na regido da cripta. O polipo é originado quando o crescimento anormal
das células epiteliais, devido ao desequilibrio proliferativo, progride ao ponto de

atingir a superficie da mucosa (Pinho, 2006).

Outro subtipo de pdlipo existente € o serrilhado, que compartilha
caracteristicas morfologicas dos epitélios adenomatoso e hiperplésico, possuindo
hiperplasia mista/adenomatosa (Longacre & Fenoglio- Preiser, 1990). Inicialmente
acreditava-se que os polipos hiperplasicos e os serrilhados nao tinham potencial
para sofrer malignizacdo, ao contrario dos pdlipos adenomatosos, reconhecidos
como precursores do cancer de célon (Leonard et al.,, 2011). Porém, estudos
recentes apontam que os poélipos serrilhados podem também ser precursores do
cancer colorretal (Kapsoritakis, 2001; Leonard et al., 2011; Hazewinkel et al., 2013;
Michalopoulos & Tzathas, 2013).

2.3.2. Angiogénese

Depois de estabelecido o tumor, € necessario que oxigénio e nutrientes
cheguem até as células tumorais para que ocorra progressao do tumor inicial. Com a
proliferacdo acentuada das células tumorais, o nivel de oxigénio se torna
insuficiente, principalmente no centro do tumor, resultando em apoptose e necrose
dessas células. Um possivel mecanismo utilizado pelas células tumorais como
alternativa para sobrevivéncia no estado de hipdxia foi testado por Forsythe e
colaboradores (1996), e os resultados obtidos reforgaram a hipotese de que o fator

induzido por hipoxia-1 (HIF-1) atua como mediador da ativacdo da transcricdo do
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Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) em células tumorais (Forsythe et
al., 1996). Dados obtidos por Bottaro e Liotta (2003) sugerem que as proprias
células, da area em hipOxia, atuam na secrecdo de fatores estimuladores

angiogénicos (Bottaro & Liotta, 2003).

Segundo afirmado por Folkman, o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos na area tumoral ocorre a partir de vasos locais pré-existentes, fendmeno
denominado angiogénese (Folkman, 1971). O principal mediador da angiogénese &
o VEGF, responsavel por iniciar o processo de neovascularizacdo, tendo grande
importancia na sobrevivéncia dos tumores e subsequente metédstase (Folkman,
1971; Warren et al., 1995).

Existem diferentes isoformas de VEGF: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
e VEGF-E. Dentre essas isoformas, a mais estudada com relacdo a angiogénese é o
VEGF-A, um potente e especifico mitbgeno que estimula a cascata de eventos
necessarios para que a angiogénese se desenvolva (George et al., 2001; Nishida et
al.,, 2006; Jubb et al., 2006). O VEGF liga-se a trés tipos de receptores
transmembranares tirosina-quinase: Receptor de VEGF tipo 1 (VEGFR-1/Flt-1),
receptor de VEGF tipo 2 (VEGFR-2/FLK-1/KDR) e VEGFR-3 (Flt-4) (Gerber &
Ferrara, 2005). O VEGFR-2 é considerado o responsavel por mediar a maior parte
dos efeitos mitogénicos e vasculares do VEGF.

Estudos tém demonstrado o importante papel da angiogénese no
estabelecimento e progressao do cancer de colon, além do desenvolvimento de
metéstases, fator que pode ser relacionado com um mau progndstico para 0s
pacientes (Takahashi et al, 1995; Ellis et al., 2000; George et al., 2001; Nishida et
al., 2006; Jubb et al., 2006). As metastases ocorrem quando células tumorais se
desprendem do tumor solido, entram na circulacdo sanguinea (podendo fazé-lo
indiretamente por meio do sistema linfatico) e dirigem-se a outros 6rgaos. Ao chegar
em outro o6rgdo, elas proliferam, tendo seu crescimento sustentado pelo

desenvolvimento de novos vasos, e o processo tumoral ocorre novamente e

Resultados obtidos por Takahashi e colaboradores (1995) evidenciaram, por
meio da analise da expressao de VEGF e seu receptor (FLK-1), que o aumento da

densidade de vasos esta correlacionado com o desenvolvimento de metastases em
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tumores do colon (Takahashi et al., 1995). Posteriormente, a relacdo entre a
angiogénese tumoral e o desfecho do paciente com cancer de cdélon foi novamente
avaliada por Tanigawa e colaboradores (1997), cujos resultados demonstraram forte
associacdo entre a sobrevida global e a vascularizacdo tumoral (Tanigawa et al.,
1997). Lee e colaboradores estudaram o papel do VEGF na transformacgao
neoplasica do coélon de humanos, encontrando correlagdo positiva entre a
carcinogénese no célon com a proporcao e a intensidade da expressdao de VEGF

nos tecidos tumorais (Lee et al., 2000).

Cao e colaboradores avaliaram o impacto de HIF-la e VEGF no cancer
colorretal, encontrando associagdo significativa destes com a fase do tumor,
linfonodos e metastases hepaticas, assim como uma correlacdo positiva entre

ambos os fatores (Cao et al., 2009).

2.3.3. Epidemiologia

A incidéncia mundial do cancer de coélon apresenta padrdes semelhantes
entre homens e mulheres, com aproximadamente 55% dos casos ocorrendo em
regides mais desenvolvidas (com alto indice de desenvolvimento econémico — IDH),
como Australia. Embora os paises desenvolvidos tenham alta incidéncia de casos de
cancer de coélon, estes apresentam menor taxa de mortalidade quando comparados
aos paises menos desenvolvidos, evidenciando que apesar da menor incidéncia de

casos, ha um pior progndstico nestes (Torre et al, 2015; Ferlay et al, 2015).

A partir de meados da década de 1980, houve uma diminuicdo das taxas de
incidéncia de cancer de colon, e essa diminuicédo foi acentuada nos anos de 2008 a
2010, chegando a declinar 4% ao ano, em ambos 0s sexos. Essa diminuigdo é
atribuida, em grande parte, ao aumento do rastreio do cancer de célon, com a

deteccado e remocdao dos pélipos pré-cancerigenos (ACS, 2014).

Dados do American Cancer Society apontam para um aumento da incidéncia

e da mortalidade do cancer de c6lon com o aumento da idade, sendo a média do
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diagnostico de 69 anos e 73 anos, respectivamente em homens e mulheres, e 93%
dos obitos ocorrendo a partir dos 50 anos (ACS, 2014). Porém em estudo de coorte
realizado por Siegel e colaboradores (2017), foi demonstrado um declinio da
incidéncia em grupos de adultos com idade igual ou superior a 55 anos e um
aumento da incidéncia do cancer de célon em adultos com idade entre 20 a 39 anos,
nos anos de 1980 até 2013, nos Estados Unidos (Siegel et al., 2017).

Segundo dados do American Cancer Society, o cancer de collon serd o
terceiro mais comum entre homens e mulheres, com 95.520 novos casos estimados
para o ano de 2017. Com um total de 50.260 mortes estimadas para 2017, o cancer
colorretal (estimativa realizada em conjunto para o cancer de célon e de reto) é a
segunda causa de morte por cancer em homens e a terceira em mulheres (ACS,
2017). Devido a mudancas na aceitacdo do rastreio e na prevaléncia dos fatores de
risco, as taxas de incidéncia do cancer de cdlon tem declinado nas ultimas décadas
(Siegel et al., 2017; ACS, 2017).

No Brasil, em 2016, foram estimados 34.280 novos casos de céancer de colon,
sendo 16.660 em homens e 17620 em mulheres. Entre os tumores mais frequentes
para homens, no pais, o cancer de colon ocupa a segunda posicdo na regido
Sudeste, a terceira posi¢cao nas regides Sul e Centro-Oeste e a quarta nas regioes
Norte e Nordeste. Nas mulheres, o cancer de colon é o segundo mais frequente nas
regides Sul e Sudeste, e o terceiro nas regibes Norte, Nordeste e Centro-Oeste
(INCA, 2015).

Devido as elevadas taxas de incidéncia e mortalidade e por afetar individuos
tanto de paises com elevado indice de desenvolvimento humano (IDH), quanto os
de paises com baixo IDH, o cancer de cdlon é considerado um problema de saude
publica de escala mundial (ACS, 2014).

2.3.4. Aspectos clinicos

O cancer de colon em estagio inicial muitas vezes nao tem sintomas, porém
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alguns casos podem apresentar uma sintomatologia que inclui: perda de peso
involuntéria; diminuicdo do apetite; fezes escuras; sangue nas fezes; constipacao ou
diarreia que dure mais do que alguns dias; desejo de evacuar mesmo quando o
intestino se encontra vazio; mudanca na forma das fezes; colicas ou desconforto na
parte inferior do abddbmen; sangramento no reto e até mesmo anemia em
consequéncia da perda de sangue, levando a quadros de fadiga excessiva e
fraqueza (ACS, 2011).

Alguns habitos sdo apontados pela literatura como fatores de risco, como o
consumo excessivo de alcool; consumo de carne vermelha e carne processada;
inatividade fisica; fumo e obesidade. A ingestdo de fibras, o consumo de produtos
lacteos, frutas e vegetais, assim como a préatica de exercicios fisicos, sédo fatores

protetores para o desenvolvimento do cancer de colon (ACS, 2014).

Apesar do alto indice de mortalidade, o cancer de célon € tratavel e a
sobrevida dos portadores € alta dependendo do estagio em que a doenca é
detectada (Selby et al., 1992; Levin et al., 2008). Quanto mais cedo o cancer for

diagnosticado e tratado, maior a sobrevida do individuo.

2.3.5. Diagnostico

A U.S. Food and Drug Administration (FDA) preconiza as seguintes
metodologias para rastreio do cancer de colon: sigmoidoscopia flexivel, andlise de
sangue fecal, teste de DNA fecal, colonoscopia e a colonoscopia virtual por
tomografia computadorizada. A sigmoidoscopia flexivel é uma ferramenta de
imagem utilizada para visualizar o reto e terco inferior do colon (cdlon sigmdéide e
porcao distal do célon descendente). A analise de sangue fecal e o teste de DNA
fecal sédo realizados por meio da utilizacdo de um kit para detectar sangue e
alteracdes genéticas (mutacbes em APC, TP53 - Tumor Protein P53, KRAS) nas
fezes, achados sugestivos de cancer de célon, mas que necessitam de confirmacao

por colonoscopia (Ahlquist et al., 2000; Dong et al., 2001; Traverso et al., 2002).
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Padr@o-ouro para o diagnéstico do cancer de célon, a colonoscopia é uma
ferramenta de imagem que visualiza a mucosa de todo o célon - o que a difere da
sigmoidoscopia flexivel, em que somente o célon sigmoide € visualizado. Durante a
colonoscopia s&o retiradas biopsias para posterior andlise histopatolégica. E
considerada a ferramenta com maior precisdo para deteccdo do cancer de célon,
podendo ser complementada por algumas técnicas de imagem, como a tomografia
computadorizada. A colonoscopia, embora seja o padrdo-ouro na deteccdo do
cancer de colon, tem a limitacdo de fornecer apenas imagens da superficie da
mucosa intestinal, de modo que lesdes planas e de cor ndo marcante podem nao ser
detectadas (Baxter et al., 2009; Hazewinkel et al., 2013). A taxa de falha na
deteccdo polipos, em estudo realizado por Guo-chun e colaboradores, chegou a
27,7% (11,5% para polipos avancados). Os pélipos que apresentam maior taxa de
falha na deteccao foram os diminutos, menores de 5mm (55,2%), e os planos ou flat
(75,9%). Quanto a localizacdo, a maior parte dos polipos perdidos se encontravam
no reto (21,8%), colon sigmaoide (41,4%) e colon transverso (17,2%) (Guo-chun et
al., 2014).

Estudos tém documentado variagbes na taxa de deteccdo de adenomas
(ADR, adenoma detection rates) entre os endoscopistas, o que pode estar associado
as técnicas utilizadas na retirada do colonoscopio e ao tempo de retirada, sendo o
tempo minimo de seis minutos associado a uma maior deteccdo de neoplasias
(Imperiale et al., 2009). Ainda, a colonoscopia pode nao detectar lesdes préximas
das dobras haustrais e das valvulas retais (Leufkens et al., 2010). Essa variagdo na
deteccdo de adenomas e as falhas na deteccédo de lesdes durante a colonoscopia,
evidenciam a necessidade de aprimoramento da técnica de colonoscopia, com a
busca de técnicas que auxiliem no diagndéstico. Com este intuito, novas ferramentas
tém sido investigadas mostrando-se promissoras. Dentre essas técnicas estdo a
Tomografia de Coeréncia Optica (TCO) (Hariri et al., 2006), a Cromoendoscopia e a

Ressonancia Magnética por Imagem (RMI).

A TCO é uma ferramenta que permite a criacdo de imagens de cortes
transversais do colon, delineando as camadas mucosa e submucosa. Um estudo
realizado em modelo animal por Hariri e colaboradores, demonstrou que as imagens
obtidas por TCO, em um mesmo animal, apresentaram diferencas consideraveis

entre as regides do colon com tumores e as regides sadias (Hariri et al., 2006). A
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técnica de cromoendoscopia consiste na instilagdo de um corante biocompativel na
parede do célon, que realca a superficie da mucosa, permitindo melhor avaliagdo
durante a colonoscopia. Uma meta-andlise realizada por Libanio e Azevedo (2016)
mostrou que a cromoscopia aumenta potencialmente a deteccdo de polipos
neoplasicos, principalmente os diminutos. Apesar dos beneficios dessa técnica, a
limitacdo é o aumento do custo e do tempo de duracdo do exame. (Araujo et al.,
2002; Chiu et al., 2007; Libanio & Azevedo, 2016).

A colonografia por tomografia computadorizada (colonoscopia virtual) gera
imagens tridimensionais e com ela é possivel avaliar os 6rgdos no abdémen e
pélvis, ndo sendo necesséaria a realizacdo de ultrassonografia do figado para
avaliacdo de metastases. Apesar das vantagens, durante a colonoscopia virtual os
pacientes sdo expostos a quantidades potenciais de radiacdo ionizante, sendo essa
uma desvantagem da técnica (Munikrishnan et al., 2003; Wang et al., 2015). A
colonografia por ressonancia magnética (RM) € um método que analisa o célon
inteiro, de maneira ndo invasiva. Além de detectar cancer e lesdes pré-cancerosas,
também é util para avaliacdo do estagio da doenca e de metastases, assim como a
tomografia computadorizada (Health Quality Ontario, 2009). A colonografia por RM
tem a vantagem de ndo utilizar radiacdo ionizante, porém possui custo elevado
(Wang et al., 2015). Ambas as técnicas possuem sensibilidade para deteccdo do
cancer colorretal, tendo capacidade para detectar ainda pdlipos de tamanho grande
(210 mm) ou médio (6—9 mm), contudo cerca de 20% dos pélipos de tamanho médio
podem néo ser visualizados (Health Quality Ontario, 2009). Embora essas técnicas
sejam eficientes ao mostrar mudancgas na vascularizacao da regido tumoral antes da
alteracdo de tamanho, elas ndo sédo capazes de detectar confiavelmente os pélipos
planos e os de tamanho pequeno, menores que 5mm (Munikrishnan et al., 2003;
Health Quality Ontario, 2009; Wang et al., 2015).

Na técnica de cromoendoscopia, utiliza-se um corante biocompativel durante
a colonoscopia, como o indigo carmim, que pode ressaltar a estrutura superficial das
lesbes epiteliais, facilitando sua visualizagdo e, por conseguinte, auxiliando no
rastreio do céncer de coélon. A endoscopia de magnificacdo também facilita a
visualizacdo das lesbes, por possibilitar melhor observacdo das mudancas
estruturais e de cor da mucosa. Gono e colaboradores (2004) desenvolveram a

imagem de banda estreita (NBI), uma ferramenta capaz de detectar alteracbes
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morfolégicas na estrutura microvascular, por meio da utilizacdo de luz de banda
estreita, que realca a vasculatura ao ser absorvida e dispersada na mucosa. Estudos
sugerem que a precisdo diagnostica de NBI € equivalente a precisdao por
cromoendoscopia na distincdo de lesdes neoplasicas das ndo neoplasicas, e que
ambas sdo superiores a colonoscopia convencional (Machida et al., 2004; Chiu et
al., 2007).

A sobrevida dos pacientes com cancer de colon é dependente do estagio da
doenca e do diagnostico precoce, o que possibilita melhores respostas ao
tratamento e melhores prognésticos (Winawer et al., 1993; Hosokawa et al, 2003;
Lansdorp-Vogelaar et al, 2009).

2.3.6. Tratamento

O tratamento de escolha dependera do tamanho, extenséo e localizacdo do
tumor, além do estado de saude geral no qual se encontra o paciente. O tratamento
primario é a retirada cirargica do tumor, sendo seguida por terapéutica sistémica
(quimioterapia) e/ou radioterapia. Porém ha casos em que a quimioterapia ou a
radioterapia podem ser realizadas antes da cirurgia, com intuito de reduzir a massa

tumoral, facilitando assim a retirada cirirgica da mesma (Nordlinger et al., 2008).

Inicialmente o tratamento do céncer de célon era baseado no regime
quimioterapico com fluoropirimidinas, associando 5-fluorouracil (5-FU), leucovorina e
irinotecano (FOLFIRI) ou fluorouracil, leucovorina e oxaliplatina (FOLFOX) (Cutsem
et al.,, 2012). Atualmente, esses esquemas continuam sendo a base das terapias

combinadas.

As opcoes de terapéutica sistémica tém progredido significativamente, e um
importante avanco trazido por estudos tendo a angiogénese como alvo terapéutico,
foi o desenvolvimento novas terapias anti-tumorais como o anticorpo monoclonal
anti-VEGF, bevacizumabe, aprovado em 2004 e tendo sido o Unico agente

antiangiogénico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) como primeira
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linha do tratamento do cancer colorretal metastatico, em associa¢cao com regimes de

guimioterapia baseados em 5-flurorouracil (Kramer&Lipp, 2007).

Outros anticorpos desenvolvidos foram cetuximabe (2004) e panitumumabe
(2006), tendo como alvo o Receptor do Fator de Crescimento Epidermal (EGFR),
que esta superexpresso em mais de 75% dos pacientes com cancer de colon
(Zanibon, 2016). Cetuximabe ¢é um anticorpo monoclonal que bloqueia
especificamente o EGFR, tendo mostrado atividade clinicamente significativa em
pacientes com cancer colorretal, quando administrado sozinho ou em combinacgéo
com irinotecano (Cunningham et al., 2004). Panitumumabe também & um anticorpo
monoclonal que bloqueia com alta afinidade EGFR causando internalizagédo do
receptor; mostrando atividade contra o cancer colorretal metastatico (Hecht et al.,
2007).

Dentre os agentes identificados mais recentemente como eficazes para o
tratamento do cancer de coélon, os mais promissores sao: Aflibercept, proteina
recombinante que atua como um receptor solivel se ligando ao VEGF-A, VEGF-B e
PIGF (Fator de crescimento placentario) (Cutsem et al., 2012; Tabernero et al.,
2015); regorafenibe, que atua inibindo os receptores VEGFR-1/2/3 e outros fatores
de crescimento (Grothey et al., 2013); Tas-102 (Yoshino et al.,, 2012), uma
combinacdo de um anélogo da timidina, a trifluridina, com um inibidor de timidina-
fosforilase, o cloridrato tipiracil; e ramucirumabe, um anticorpo monoclonal que se
liga ao VEGFR-2 (Tabernero et al., 2015) (Zaniboni, 2016).

Mesmo com toda a evolugédo dos esquemas terapéuticos do cancer de célon
nas Ultimas décadas, um diagndstico precoce € extremamente necessario para que
0 paciente apresente uma melhor resposta ao tratamento (Sive Droste et al., 2010).
Isso reflete a necessidade da constante busca por ferramentas de maior eficacia
para a deteccao precoce e para o0 acompanhamento das terapias anti-tumorais, além

de novas abordagens terapéuticas.

Nesse contexto, uma ferramenta que utiliza ultrassom de alta frequéncia tem
se mostrado promissora como auxiliar no diagndstico de lesbes inflamatérias e
tumorais de colon em modelos experimentais. A Biomicroscopia Ultrassonica

Endoluminal (BMUe), como € denominada, pode ser utilizada combinada a
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colonoscopia para uma melhor precisédo diagnostica (Alves et al., 2011; Alves et al.,
2012; Soletti et al., 2013).

2.4. Biomicroscopia Ultrassénica Endoluminal (BMUe)

O sistema BMUe é uma ferramenta de ultrassom com resolucdo que se
aproxima da obtida por microscopia Optica panoramica. Esta resolucdo € obtida
devido a utilizacdo de elevadas frequéncias ultrassdnicas, o que possibilita a

identificacdo de alteracdes histolégicas nos tecidos (Foster et al, 2000).

Resultados preliminares obtidos por nosso grupo tém estabelecido e utilizado
a BMUe no diagnostico de lesBes inflamatorias e tumorais do colon com bons
resultados (Alves et al., 2011; Alves et al., 2012; De Britto et al., 2013; Soletti et al.,
2013). Sendo assim, a BMUe tem se mostrado uma ferramenta com potencial para

auxiliar a colonoscopia no diagndstico do cancer de colon.

Ainda, a BMUe pode ser aliada ao uso de agentes de contraste ultrassénicos
(ACUs), isolados ou conjugados a moléculas de interesse, com intuito de identificar

a expressao de proteinas-alvo no tecido analisado.

2.5. Agentes de Contraste Ultrassonicos (ACU)

Agentes de contraste ultrassonicos (ACU) sao microbolhas de gas inerte,
estabilizadas por membrana de polimeros ou lipideos, com diametro variando de
0,5-5 um. Estes agentes sao injetados por via intravenosa, usualmente, por onde se
dirigem até os tecidos e nestes atuam proporcionando um aumento da
ecogenicidade, melhorando a visualizagcdo das imagens ultrassonicas (Postema &
Gilja, 2011). As microbolhas respondem as alteracbes de pressdo das ondas

sonoras, vibrando fortemente em altas frequéncias, como nas utilizadas no
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diagndstico por ultrassom. E por esse mecanismo que elas tornam os tecidos, nos
quais se encontrarem, mais reflexivos (hiperecoicos) que os demais, melhorando as
imagens em escala de cinza obtidas pelo ultrassom. Para a realizacdo de exames
de imagem, as microbolhas de gas sao injetadas via intravenosa, mas n&o

apresentam risco devido ao pequeno volume necessério (Blomley et al, 2001).

Clinicamente, os ACU ja sao utilizados em cardiologia, para aumento da
definicdo da borda endocardica, para opacificacdo da cavidade ventricular, e para
aumentar a intensidade dos sinais do fluxo sangue, até um nivel detectavel em
andlises por Doppler (Ries et al., 1993; Mulvagh et al., 2000). Outra aplicacdo
importante dos ACU € a deteccdo de lesdes, tumores e até mesmo metastases no
figado (Kim et al., 2000; Blomley et al, 2001; Albrecht et al., 2003). Foi demonstrado
em estudos mais recentes, que analises de ultrassom com a utilizagcdo dos ACUs
permitiu avaliar a resposta precoce ao tratamento anti-angiogénico, nos modelos
experimentais de cancer de mama, carcinoma epidermoide e cancer de coélon (Hoyt
et al, 2010; Rix et al., 2011; Wang et al., 2015).

Os ACUs podem ainda ser conjugados a compostos biotinilados, dessa
maneira ligando-se a um alvo molecular especifico, como a proteinas especificas, e

podem ser visualizados gracas a conjugacdo com determinados reporteres,
possibilitando o emprego do ultrassom para a imagem molecular (Rix et al, 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

Por ser considerado um problema de saude publica em escala mundial,
afetando a todas as camadas da sociedade, e devido a relacdo entre o diagndstico
precoce e um bom progndstico, a busca constante por novas ferramentas de
diagnostico se faz necessaria. Nesse contexto, estudos realizados por nosso grupo
obtiveram bons resultados no emprego da BMUe no diagnéstico de lesbes

inflamatorias e tumorais do célon.

Devido ao potencial demonstrado pela BMUe em auxiliar no diagnéstico do
cancer de colon, a proposta deste trabalho é a avaliacdo da capacidade desta
ferramenta em acompanhar o desenvolvimento e crescimento do cancer de célon,
bem como a resposta ao tratamento anti-tumoral, em modelo experimental.
Considerando estudos anteriores que demonstraram a capacidade dos ACUs em
visualizar o aumento na intensidade dos sinais de fluxo de sangue, propde-se avaliar
neste estudo a possibilidade de associacdo de ACUs a BMUe, com a finalidade de
obter mais informacdes acerca da vascularizacdo e morfologia das lesdes em
desenvolvimento e da resposta ao tratamento anti-tumoral, comparando as imagens

obtidas por BMUe isolada e associada a ACUSs.

Busca-se assim padronizar essa ferramenta (BMUe associada a ACUs e
colonoscopia) para utilizacdo em estudos experimentais que avaliam o
desenvolvimento do cancer de célon e para avaliagdo precoce das respostas as
novas terapias. Além disso, este estudo fornece mais dados sobre a possibilidade de
emprego clinico dessa ferramenta no rastreio de lesdes tumorais e pré-tumorais,
vislumbrando o possivel emprego da BMUe como auxiliar no diagnostico e

acompanhamento clinico do cancer de célon.



36

4. OBJETIVO GERAL

Estudar a capacidade da BMUe, com ou sem a presenca de agentes de
contraste ultrassénicos, em avaliar a tumorigénese e a resposta ao tratamento anti-

tumoral no cancer de célon, em modelo experimental.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Implementar o modelo experimental do cancer de colon;

- Avaliar o desenvolvimento dos tumores através da BMUe com e sem a presenca

de agentes de contraste ultrassonicos (ACUS);

- Avaliar as alteracbes na morfologia e vasculatura dos tumores ao longo do

tratamento anti-tumoral, através da BMUe com e sem a presenca de ACUS;

- Comparar os resultados obtidos pela BMUe com e sem a presenca dos ACUs com
as imagens obtidas na colonoscopia, histologia e imuno-histoquimica.
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6. METODOLOGIA

6.1. Modelo experimental do cancer de cdlon: protocolo AOM/DSS.

No presente estudo, quarenta camundongos machos das cepas suico (32) e
hibridos 129xC57BL6/J (33), com 7 a 8 semanas de idade, foram mantidos em salas
de manutencdo com ciclo claro e escuro de 12 horas (ciclo claro das 7:00 as 19:00
h) e temperatura climatizada entre 22-24°C. As gaiolas foram abastecidas com agua
e racdo solida propria. A inducdo tumoral foi realizada com base no protocolo AOM-
DSS (Figura 4) e ocorreu da seguinte maneira: 0S animais receberam injecao
intraperitoneal (i.p) de azoximetano (AOM, Sigma Aldrich; 12,5 mg/kg); apds cinco
dias da administracdo de AOM, os animais passaram por ciclos de alimentacdo com
agua contendo o sal Dextran Sulfato de Sodio (DSS), um agente irritante de mucosa
que mimetiza o processo de carcinogénese do célon associada a inflamacdo. A
exposicao ao DSS ocorreu em trés ciclos, com concentracdes decrescentes do sal:
no primeiro a concentracédo foi de 2%, no segundo de 1,5% e no terceiro de 1%.

Cada ciclo durou 5 dias, havendo um intervalo de 17 dias entre 0s mesmos.

Fim Protocolo

AOM-DSS
AOM
¢ DSs1 Dss 2 DSS3
0 5 10 26 31 35 47 52 60 77 | Dias
e - | |
=)
B \
el \ 7 semanas
,}é/\'/ Inicio Fim
o Tratamento Tratamento

Figura 4. Esquema da inducéo e de tratamento de tumores de cdlon em camundongos. Os animais
com 7 a 8 semanas de vida receberam injecdo intraperitoneal de AOM (azoximetano) no dia 0; cinco
dias apo6s a injecdo de AOM os animais receberam o primeiro ciclo de DSS (dextran sulfato de s6dio),
que durou cinco dias. Apés o intervalo de quinze dias teve inicio o segundo ciclo de DSS, durante do

dia 26 até o dia 31, e apés novo intervalo de quinze dias o terceiro ciclo teve inicio, desde o dia 47 até
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o dia 52. O protocolo teve a duragdo de sessenta dias. O tratamento anti-tumoral foi iniciado apés o

segundo ciclo de DSS, dia 35, e finalizado sete semanas depois, dia 77.

Apo6s o fim do segundo ciclo de DSS (trinta e cinco dias ap0s a injecdo de
AOM), os animais foram separados em quatro grupos de tratamento: grupo 1 (BVZ,
Avastin®, 25 mg/mL, Roche, Basel, Switzerland); grupo 2 (5-FU, Adrucil®, 50
mg/mL, Pfizer); grupo 3 (BVZ+5FU) e grupo 4 (controle). A partir disso, o tratamento
anti-tumoral foi iniciado, utilizando-se: BVZ administrado intraperitonealmente nos
animais do grupo 1 na dose de 5 mg/kg, seguindo o protocolo ja estabelecido
(Basbug et al, 2011), durante 7 semanas, com intervalo de 15 dias entre as
administracdes; 5-FU a 25 mg/kg intraperitoneal, semanalmente, nos animais do
grupo 2 durante 7 semanas; injecdes intraperitoneais semanais de 5FU (25mg/kg) e
quinzenais de BVZ (5mg/kg) nos animais do grupo 3; e injecdes intraperitoneais de
salina estéril O grupo 4, semanalmente. Durante todo o tratamento anti-tumoral, os
animais foram submetidos a andlises por BMUe e colonoscopia, semanalmente.
Apls as 7 semanas de tratamento os animais foram submetidos a Obito para

realizacdo das analises histoldgicas.

Para realizar as analises por colonoscopia concomitantes a BMUe, uma nova
divisao foi realizada, de maneira que animais dos quatro grupos de tratamento (BVZ,
5-FU, BVZ + 5FU e controle) fossem avaliados semanalmente durante nove

semanas, criando assim trés novos grupos de analise: GA1l, GA2 e GA3 (Figura 5).

Inicio

Fim Eutanasia dos
Tratamento Tratamento Raimais
é’%’f \ 3 55 62 69 7s| 83 90 97 104 111‘ Dias de
2 | S
o

GAl GA2 GA3 GAl GA2 GA3 GAl GA2 GA3

BMUe ACU

BMUe

Figura 5. Esquema de analises dos grupos GAl, GA2 e GA3. As analises por colonoscopia

concomitantes a BMUe foram realizadas semanalmente. A primeira andalise ocorreu vinte dias apés o
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inicio do tratamento anti-tumoral, apés o fim dos ciclos de DSS; os grupos foram analisados
primeiramente apenas com a BMUe isolada e a partir da segunda andlise o ACU foi associado a
BMUe, sempre concomitante com a colonoscopia. Cada grupo passou por trés analises, que foram
realizadas com intervalos de uma semana entre 0s grupos e vinte e um dias de intervalo para o

mesmo grupo.

Todos os animais no protocolo de inducdo tumoral por AOM-DSS tiveram o
peso acompanhado ao longo dos ciclos. As pesagens foram realizadas entre o
primeiro dia do ciclo até o 13° dia, em cada ciclo (Apéndice A). Animais cuja perda
de peso foi igual ou superior a 5% em 24 horas, ou de 15% em 48 horas, foram
submetidos a Obito, de acordo com o pré-estabelecido no protocolo aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais sob o protocolo DAHEICB 029/17 (Anexo 1).

6.2. BMUe

A obtencdo das imagens de ultrassom (US) pelo sistema de BMUe ocorre
através da movimentacao rotacional do transdutor de US, girando 360 graus em
torno do eixo do cateter onde esta inserido. Um sistema eletromecénico de
varredura acoplado a um codificador Optico emite os sinais de pulso responsaveis
por excitar o transdutor (Figura 6). O transdutor proporciona imagens de ultrassom a
partir de uma regido plana, perpendicular ao eixo do cateter. Faz ainda parte do
sistema um microcomputador com placa de aquisicdo e fontes de alimentacdo. O
sistema de BMUe utilizado neste projeto foi desenvolvido pelo Laboratério de
Ultrassom (LUS) do Programa de Engenharia Biomédica da Universidade Federal do

Rio de Janeiro, operando na frequéncia de 40MHz.
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Figura 6. Esquema do sistema eletromecénico de varredura da BMUe. Imagem ilustrando um motor

com o eixo acoplado a um codificador éptico e o transdutor de ultrassom, que se movimenta na forma
de rotacao (360°) em torno do eixo do cateter, gerando imagens planas da parede do c6lon. (Alves et
al., 2011).

Para os procedimentos de colonoscopia e de BMUe, os animais foram
anestesiados com isofluorano a 5% para indugédo e 1,5% para manutengdo da
anestesia em um sistema de anestesia inalatéria comercial (EZ-7000, EZ Systems).
Durante todo o procedimento, os animais foram mantidos em cama cirirgica com
controle de temperatura (T/Pump, Gaymar), Os animais foram mantidos em decubito
dorsal e o limen do cdlon foi preenchido com solugdo salina. O transdutor
ultrassénico miniaturizado (Boston Scientific Corporation), operando em 40MHz, foi
introduzido em um endoscépio flexivel (Richard Wolf) cujo diametro externo é de
2,5mm, através do canal de trabalho. O endoscépio foi introduzido via intra-retal e as
imagens simultdneas de BMUe e colonoscopia foram coletadas. As imagens de

ultrassom foram adquiridas simultaneamente a colonoscopia, em uma taxa de 3.8
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frames por segundo. Durante o procedimento, o célon foi irrigado com solucdo
fisiologica, injetado através de uma via do cateter, para agir como meio de
acoplamento acustico entre o transdutor e a parede do célon. Em cada
procedimento de BMUe associada a colonoscopia, os achados referentes as lesdes
e ao aspecto da mucosa foram registrados em fichas identificadas com o nimero de

cada animal.

Para conduzir as analises de BMUe associada a agentes de contraste, o ACU
comercial Vevo Micro Marker (Visual Sonics) foi primeiramente preparado segundo
as instrucdes do fabricante. A administracdo do ACU foi realizada através de injecao
intravenosa (70uL por animal), por meio de um cateter na veia da cauda. Antes das
analises utilizando os ACUs, cada animal foi previamente analisado por
colonoscopia concomitante a BMUe sem o0 uso de ACU, e as imagens resultantes
foram comparadas entre si. Apds as andlises do ultimo curso temporal de BMUe, as
imagens obtidas com e sem o uso de ACUs foram comparadas com a histologia post
mortem dos mesmos segmentos do célon, para determinar se 0 uso de ACUs foi
realmente capaz de fornecer mais informacbes sobre a morfologia e a

vascularizacéo dos tumores.

Assim, sete semanas apés o inicio do tratamento anti-tumoral, os animais
passaram pela ultima analise por BMUe e, ainda sob o efeito da anestesia inalatéria,
foram submetidos a 6bito por deslocamento cervical. Os célons foram dissecados,
limpos, fixados com formaldeido 4% durante 24 horas e processados para analises

histoldgicas e imuno-histoquimicas.

6.3. Andlises histologicas

Apés a fixacdo durante 24 horas em formaldeido 4%, os colons foram
fragmentados e emblocados na posigao vertical, em parafina, de maneira a se obter
cortes no plano transversal. O seccionamento dos blocos foi realizado selecionando

apenas uma fatia de 5 ym a cada 200 ym seccionados, que eram desprezados, de
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maneira a obter diferentes segmentos do coélon para analise. Em seguida, os cortes
foram colocados em laminas e estas foram coradas por Hematoxilina e Eosina (HE).
Os parametros histologicos dos célons (tamanho e niamero de tumores) de cada
animal foram avaliados de modo cego, sem identificar o nUmero e grupo de cada

animal para o pesquisador avaliador.

6.4. Analises Imuno-histoquimicas

As analises imuno-histoquimicas foram realizadas utilizando os anticorpos
para as proteinas: VEGF, FLK-1 e CD34.

As laminas contendo bidpsias do colon foram identificadas e submetidas ao
processo de desparafinizacdo, constituido por 3 banhos de 15 minutos cada, em
concentracdes crescentes de etanol (80%, 90% e 100%), seguidos por 3 banhos de
xilol (100%), por 15 minutos cada, e um banho de &gua destilada, por 5 minutos.
Apoés a desparafinizagdo, realizou-se a recuperacao antigénica por meio da imerséo
das laminas durante 10 minutos em panela de presséao contendo o tampé&o citrato de
sédio (pH 6,0) aquecido. Em seguida as laminas, jA em temperatura ambiente, foram
imersas durante 15 minutos em solucdo de peréxido de hidrogénio, e passaram por
dois banhos, de 5 minutos cada, em tampdo PBS. O bloqueio dos sitios
inespecificos foi realizado por meio da incubacéo das laminas com albumina bovina
sérica (BSA) diluida a 5% em PBS durante 30 minutos, sendo mantidas na camara
Umida durante esse processo. Apos, as laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios VEGF (JH121) na diluicdo 1:100 (Santa Cruz Biotecnology, sc-57496),
FLK-1 (A-3) na diluicdo 1:50 (Santa Cruz Biotecnology, sc-6251), e CD34 (ICO115)
na diluicdo 1:50 (Santa Cruz Biotecnology, sc-7324), previamente diluidos em
PBS/BSA 1%, overnight em camara Uumida a 4°C. A etapa seguinte foi a incubacgéo
com o anticorpo secundario biotina (LASB2) (Dako, K0609), por 30 minutos, e com
estreptavidina (LASB2) (Dako, KO609) por 30 minutos, ambos em camara umida. As
laminas foram coradas com diaminobenzeno (DAB), contra-coradas com
hematoxilina e sofreram processo de clarificacdo com banhos de etanol (90% e

100%) e xilol (100%), por 5 minutos cada. Apds, as laminas foram montadas com
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Entelan (Merck, HX54866861) para posterior observacdo em microscépio optico.

6.5. Andlise de imagens

As imagens de BMUe com e sem a presenca de ACUs foram analisadas
gualitativamente e comparadas com a histologia post mortem. Para analise
guantitativa da intensidade de pixels, foi utilizado o software ImageJ (National
Institutes of Health). Para isso, foram analisados cinco animais de cada grupo: AOM-
DSS + bevacizumabe, AOM-DSS + 5FU, AOM-DSS + bevacizumabe + 5-FU e AOM-
DSS. Em cada animal, foram analisadas trés imagens representativas obtidas sem a
presenca de ACUs e trés imagens representativas obtidas com a presenca de
ACUs. As imagens obtidas com e sem a presenca de ACUs foram pareadas para
gue representassem a mesma lesdo do colon. Uma mesma regido de interesse
(ROI) foi delimitada em uma lesdo em cada imagem obtida com e sem a presenca
de ACU, e a intensidade de pixels foi avaliada como a média da area.

6.6. Analises estatisticas

A analise estatistica para avaliar as diferencas entre as médias das
intensidades de pixel (com/ACU-sem/ACU) entre os diferentes grupos de animais foi
realizada através do uso do teste ANOVA one-way, seguida por mudltiplas
comparacdes baseadas no teste t (welch) com a correcdo de Bonferroni. O nivel de
significAncia estatistica considerado foi para p<0,05. O programa estatistico R
(versdo 2.15.0; The R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) foi usado

na realizacéo dos célculos.
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7. RESULTADOS

7.1. Implementacdo do modelo experimental

ApOs o terceiro ciclo de DSS, as analises semanais por colonoscopia
concomitante & BMUe foram iniciadas. As imagens obtidas na andlise por
colonoscopia concomitante com a BMUe apdés o fim do terceiro ciclo demonstraram
alteracdes na mucosa intestinal. Na colonoscopia foi possivel observar aumento da

vascularizacdo (Figura 7B) e ulceracfes na mucosa do colon (Figura 7D).
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Figura 7. Andlise das alteracdes na mucosa do cdllon por colonoscopia. Imagens obtidas por
colonoscopia (simultanea a BMUe) do cdélon de camundongo sadio (A) e ao fim do terceiro ciclo de
DSS (B-D). (A) Imagem representando a mucosa do colon sem altera¢gdes, em um animal sadio ndo
submetido ao protocolo de indugdo tumoral. (B) Imagens representativas do aumento da
vascularizacdo da mucosa ao fim do terceiro ciclo de DSS. As setas pretas indicam o0s vasos
sanguineos. (C e D) Imagens representativas de ulcera¢cdes na mucosa do célon (setas pontilhadas)

ao fim do terceiro ciclo de DSS.

Imagens obtidas pela BMUe revelaram aumento da espessura da mucosa
intestinal (Figura 8A), escavacdes na parede representando as ulceracdes
visualizadas pela colonoscopia (Figura 8B), correspondente a um infiltrado linfoide
(Figura 8C) e uma elevagao na camada mucosa, sugerindo a presenca de um tumor

em estagio inicial (Figura 8D).
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Figura 8. Analise do célon dos animais por BMUe ao fim do terceiro ciclo de DSS. (A) Imagem
representativa de um animal, evidenciando espessamento da camada muscular da mucosa (linha
pontilhada). (B) Escavagbes na parede do colon foram observadas em alguns animais (cabegas de
seta), representando as ulcera¢fes visualizadas pela colonoscopia. (C) Regido sugestiva de infiltrado
linfoide, area hipoecéica abaixo da camada mucosa, apontada pelo asterisco (*) e (D) uma elevacdo

na camada mucosa, sugerindo a presenca de um tumor.
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7.2. Avaliacdo da tumorigénese do coélon, nos diferentes grupos, através da

BMUe isolada e apés a associagdo a ACU

Nas imagens obtidas por colonoscopia foi possivel observar a superficie da
mucosa com ulceracdes e elevagdes que indicaram a presenca de tumor. Um
exemplo da andlise curso-temporal realizada no presente estudo através de
colonoscopia e BMUe em um mesmo animal (tratado com BVZ) esta representado
na Figura 9. Na primeira avaliacdo, ap0s o terceiro ciclo de DSS, observaram-se
ulceracbes e elevacdes na mucosa (Figura 9A); na segunda andlise foi possivel
visualizar acentuacdo das ulceracfes ao longo da mucosa e a presenca de tumor
(Figura 9B), que aumentou de tamanho ao longo das analises (Figura 9C).
Observou-se um padrdo semelhante quando analisadas as imagens obtidas através
da BMUe; na primeira andlise visualizou-se a presenca de ulceracdo na mucosa e
um espessamento da mesma (Figura 9D), na segunda andlise foi detectado um
tumor bilateral (Figura 9E), e na ultima analise verificou-se uma grande extenséo
tumoral, porém de forma ndo polipéide (Figura 9F), uma informacdo adicional a
registrada pela colonoscopia concomitante do mesmo segmento (Figura 9C).
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Figura 9. Acompanhamento da progressdo tumoral de um mesmo animal (tratado com BVZ) por
BMUe concomitante a colonoscopia. (A) Primeira analise colonoscopica exibindo ulceragdes (setas) e
elevagdes (*) na mucosa. (B) Imagem da colonoscopia realizada 21 dias ap6s a primeira andlise,
mostrando aumento das ulceracdes e da elevacao (*), sugerindo tumor. (C) Na ultima anélise, a
imagem mostra um tumor. (D-F) Imagens obtidas por BMUe concomitante as andlises colonoscopicas
exibidas em A-C. (D) As setas mostram ulceracdes. O tracejado em amarelo delimita a area de
elevacdes na mucosa, coincidindo com o que foi observado na colonoscopia em A.; (E) As setas
indicam ulceracbes. Uma é&rea tumoral bilateral estd delimitada pelo tracejado e coincide com a
elevacdo na mucosa observada em B. (F) A Ultima analise temporal revela a presenca de um tumor

néo polipdide, englobando quase metade do didmetro do célon.

Com a avaliacdo por BMUe, foi possivel detectar alteragcbes na camada
mucosa intestinal, inclusive a visualizacdo de pequenas elevacdes, indicativas de
tumores em estagio inicial. A BMUe também se mostrou util na detecgéo de tumores

nao polipoides (Figura 9F).

Em seguida, foi avaliado o efeito da associacdo da BMUe com ACUs para
deteccdo e acompanhamento do tumor (Figuras 10, 11, 12 e 13). As imagens de

BMUe obtidas ap0s a injecdo de ACU sugerem que 0 emprego desses agentes pode
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acrescentar informacdes que auxiliem na analise da morfologia, em comparacao as

imagens obtidas antes do ACU.

A Figura 10 mostra um exemplo de avaliagdo da evolucdo dos tumores ao
longo do tratamento com 5-FU. Nesse caso, foi observado desenvolvimento da
elevacdo detectada desde a primeira analise (Figuras 10 D e E). Observou-se um
ligeiro aumento de ecogenicidade na area indicativa de tumor apo6s adicao de ACU
no animal avaliado (Figura 10C). Foi encontrada uma regido era sugestiva de
infiltrado linféide (Figura 10E), que teve correspondéncia com a histologia. ApGs o
emprego de ACU a é&rea sugestiva de tumor se tornou mais hiperecoica (Figura
10C), delimitando melhor esta area.

Figura 10. Analises por BMUe, concomitante & colonoscopia, com e sem ACU em um mesmo animal
(tratado com 5-FU) (A) Analise colonoscopica mostrando elevagéo na mucosa (*), indicativa de tumor.
(B e C) Imagens obtidas por BMUe concomitante & analise colonoscopica, isolada (B) e aliada ao
ACU (C), sendo observado uma area espessada da mucosa, sugerindo o inicio de um tumor com um
discreto aumento de ecogenicidade e uma melhor delimitacdo da area em destaque (tracejado). (D-E)
Ultima anélise de BMUe com ACU concomitante & colonoscopia, exibindo area tumoral (*). (F)

Histologia do célon, confirmando a existéncia do tumor (*). Aumento de 4x.
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Ao analisar o grupo tratado com BVZ e 5-FU, observou-se que grande parte
dos tumores néo teve crescimento detectado ao longo da segunda e terceira andlise
por BMUe. A Figura 11 mostra um animal tratado com BVZ+5-FU. As imagens de
BMUe e colonoscopia permitiram a visualizacdo de um tumor na primeira analise
colonoscopica (Figura 11A-B). Ao longo das semanas seguintes, ndo foi observado
crescimento dessa area tumoral. (Figuras 11D-E). A analise das imagens de BMUe
apos a injecdo de ACU sugere uma ligeira diminuicdo da ecogenicidade ao longo da

area tumoral (Figuras 11C).

Figura 11. Andlises do mesmo animal (tratado com bevacizumabe e 5-FU) por BMUe associada e ndo
associada a ACU e concomitante a colonoscopia. (A) Primeira andlise colonoscépica e elevacdes na
mucosa, indicativa de tumor. (B) Imagem de BMUe correspondente a imagem de colonoscopia
anterior, mostrando elevac¢éo na camada mucosa, indicando a presenca de um tumor (*). (C) Imagem
de BMUe, exibindo uma diminui¢cdo da ecogenicidade na area tumoral apds a inje¢cdo do ACU (*). (D)
Ultima analise por colonoscopia exibindo ainda uma elevacdo, sugestiva de tumor, e imagem de
BMUe (E) concomitante a colonoscopia, mostrando também regido tumoral. (F) Andlise histoldgica

exibindo &rea tumoral indicada por seta. Aumento 4x.

Andlises do grupo controle (sem tratamento anti-tumoral) mostraram que o

uso do ACU resultou em aumento da ecogenicidade na area sugestiva de tumor,
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delimitando melhor essa éarea, facilitando a visualizacdo do seu contorno (Figura
12C). Esses dados sugerem que a administracdo do ACU pode resultar em aumento
de ecogenicidade da area tumoral, melhorando sua visualizacdo e,
consequentemente, auxiliando no diagnostico tumoral. Essa suposicao é reforcada
pela Figura 13, na qual imagens de BMUe obtidas de um animal sem tratamento
anti-tumoral demonstram uma ligeira elevagdo na camada mucosa em um padrao
“‘espalhado” sugerindo o desenvolvimento de tumor flat (Figura 13A). Apés a
utilizacdo do ACU, esta regido fica melhor delimitada e com melhor distincdo das

camadas (Figura 13B).

Figura 12. Andlises por BMUe associada e ndo associada a ACU e concomitante & colonoscopia num
mesmo animal (sem tratamento). (A) Andlise colonoscépica mostra uma elevacdo na mucosa,
indicativa de tumor (*). (B) Imagem de BMUe correspondente & imagem de colonoscopia anterior,
mostrando elevagdo na camada mucosa, indicando a presenca de um tumor. (C) Imagem obtida por
BMUe apés injegdo do ACU exibindo a area indicativa de tumor com aumento de ecogenicidade(*) e
melhor delimitacdo do contorno do tumor (seta). (D-E) Ultima andlise BMUe concomitante a
colonoscopia, exibindo a mucosa com elevacgéo, sugerindo ainda a presenca de tumor (tracejado).(F)
Histologia do célon do animal analisado por BMUe e colonoscopia, confirmando a existéncia do tumor
(tracejado). E possivel visualizar area indicativa de infiltrado linféide na imagem de BMUe (E) e na

histologia (F).
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Figura 13. Analise do colon por BMUe sem (A) e com o uso de ACU (B), exibindo a mucosa
levemente elevada num padrao “espalhado” sugerindo o desenvolvimento de tumor flat. A imagem
p6s-ACU (B) apresenta uma melhor delimitacdo da lesdo e melhor distingdo das camadas (setas
pontilhadas). (C) Histologia do célon do mesmo animal analisado, exibindo uma alteragdo morfologica
indicativa de um tumor ndo polipoide, (cabecas de seta). A area destacada nas imagens B e C

(tracejado) sdo sugestivas de infiltrado linféide. Aumento 4x.

A Figura 14 exibe uma anélise de um animal do grupo tratado com BVZ. A
imagem obtida ap6és a administracdo ACU mostra discreta diferenca de
ecogenicidade em parte da &rea indicativa de tumor (Figura 14C).

Figura 14. Analises do mesmo animal (tratado com BVZ) por BMUe associada e ndo associado a

ACU e concomitante a colonoscopia. (A) Analise colonoscépica mostra uma elevacdo na mucosa,
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indicativa de tumor (*). (B) Imagem de BMUe correspondente a imagem de colonoscopia anterior,
mostrando elevacdo ao longo camada mucosa, indicando a presenca de um tumor (tracejado). (C)
Imagem obtida por BMUe apds administracdo do ACU, mostrando discreta diferenca de
ecogenicidade em parte da area indicativa de tumor. Histologia do c6lon do animal analisado por
BMUe e colonoscopia. (D) Ultima analise por colonoscopia exibindo ainda elevagdo na mucosa,
sugerindo ainda a presenca de tumor, (*) (E) BMUe com ACU concomitante a colonoscopia,
mostrando a luz intestinal quase totalmente ocluida pelo tumor, o que pdde ser confirmado pela

analise histolégica (F). Aumento 4x.

Através dos resultados exibidos acima, sugere-se que nos animais nao
submetidos ao tratamento anti-tumoral ocorre um aumento da ecogenicidade das
regides tumorais, apos o uso de ACU. Visualmente, esse aumento de ecogenicidade
nao foi observado em animais tratados com 5-FU e/ou BVZ. Para confirmacgao
desses dados qualitativos, foi realizada a quantificacdo da intensidade de pixels nas
imagens de BMUe obtidas na presenca e na auséncia de ACU, nos grupos controle
e tratados com BVZ e/ou 5-FU (Figura 15).

O valor médio (DP), da diferencga entre as intensidades de pixel dos animais
foi de 6321,2 - com ACU, e 4477,6 - sem ACU, no grupo controle (CTE); de 1898,0 -
com ACU, e 1323,7 - sem ACU, no grupo tratado com BVZ; e de -4473,6 - com ACU,
e 5160,2 - sem ACU, no grupo tratado com BVZ + 5-FU (Figura 15). A diferenca
entre os grupos de animais foi estatisticamente significativa (p<0,05) somente para
CTE x BVZ + 5-FU. Estes resultados reforcam a suposi¢cdo de que a diferenca de
ecogenicidade entre as imagens sem e com ACU esta relacionada com a menor
vascularizacdo do tumor, ocasionada pela inibicdo da angiogénese nos grupos que
receberam tratamento anti-angiogénico (BVZ), principalmente quando combinado ao

quimioterapico 5-FU.
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Figura 15. Box plot com os achados referentes a diferenca entre niveis de intensidade de pixel nas
imagens de tumores entre 0s animais com e sem a presenca de ACU e para os grupos CTE, BVZ

(bevacizumabe) e BVZ+5-FU (bevacizumabe + 5-fluorouracila).

7.3. Avaliacdo do efeito do tratamento anti-tumoral através da BMUe

associada a ACU

Com a finalidade de investigar a resposta ao tratamento anti-tumoral e
confirmar os dados anteriores, a angiogénese foi avaliada por analise imuno-
histoquimica com os marcadores CD34 (marcador de células endoteliais), VEGF

(Fator de Crescimento do Endotélio Vascular), e seu receptor FLK-1.

Os resultados mostraram uma marcagao mais intensa para FLK-1 nos grupos
controle (Figura 16E) e 5-FU (Figura 16F), em comparagdo com a marcagao no
grupo tratado com BVZ + 5-FU (BVZ+5FU) (Figura 16D). A marcagao para CD34 e
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VEGF foi similar nos trés grupos, apresentando baixa marcacdo em ambos (Figuras
16 A-D, G-I). Tal andlise demonstrou que, qualitativamente, os grupos controle e 5-
FU tiveram um padrdo semelhante de distribuicdo de CD34 e FLK-1, enquanto no
grupo BVZ+5FU foi observada uma menor marcacdo de CD34 e FLK-1. Observou-
se um padrdo semelhante de distribuicdo para VEGF nos grupos analisados, sendo
observada baixa marcagao neles (Figura 16).

CONTROLE 5FU BVZ+5FU

Figura 16. Analise imuno-histoquimica da angiogénese tumoral. (A-C) Imunomarcacdo com CD34,
nos grupos sem tratamento (A), tratado com 5-FU (B) e tratado com bevacizumabe (BVZ) e 5-FU (C).
(D-F) imunomarcagédo com FLK-1 nos grupos sem tratamento(D), tratado com 5-FU (E) e tratado com
bevacizumabe e 5-FU (F). (G-l) imunomarcagcdo com VEGF nos grupos sem tratamento (G), tratado
com 5-FU (H) e tratado com bevacizumabe e 5-FU (I). Aumento de 4X.
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7.4. Avaliacdo do efeito do tratamento anti-tumoral através de BMUe com e
sem ACU.

Para avaliar o potencial da BMUe em acompanhar a tumorigénese e o efeito
do tratamento anti-tumoral nas lesdes do célon, o crescimento ou regressdo dos
tumores foi qualitativamente mensurado ao longo das semanas de experimentacao.
Dentre os animais avaliados por BMUe concomitante a colonoscopia, quatro néo
apresentaram tumores detectados pela colonoscopia, mas estes foram detectados
pela BMUe; e um animal ndo desenvolveu tumor. Seis animais apresentaram
regressao do tamanho do tumor e dois animais tiveram tumores sem alteracao no
tamanho. Dezessete animais desenvolveram tumores flat, dentre eles estdo os

quatro que nao foram detectados pela colonoscopia (Anexo B).

Em todos os grupos analisados, observou-se que o uso de ACU néo alterou a
deteccao de lesdes tumorais polipdides pela BMUe. Ou seja, apés a injecdo de ACU
nao foram diagnosticadas novas lesdes tumorais polipdides nas areas ja analisadas
pela BMUe sem uso de agente de contraste. Porém, o emprego do ACU foi capaz
de melhor delimitar regides de tumores planos, além de também ressaltar a
morfologia de lesdes polipbides e a visualizacdo das camadas subjacentes ao tumor,
principalmente nos animais que ndo receberam tratamento anti-angiogénico. Assim,
sugere-se que o uso de ACU pode auxiliar na visualizacdo da morfologia dos
tumores do colon, e poderia contribuir para um melhor diagndéstico do subtipo

tumoral, bem como avaliar a profundidade e as bordas da leséo.
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8. DISCUSSAO

A deteccdo e a retirada de polipos pré-malignos, assim como o diagnostico
dos tumores de célon em fase inicial, sdo essenciais para reduzir a incidéncia e a
mortalidade do cancer colorretal. Dessa forma, novas ferramentas de diagndstico
tém sido desenvolvidas com o proposito de detectar precocemente o cancer de
cllon e assim possibilitar ao paciente um melhor prognéstico. Nesse sentido, o
potencial da BMUe em auxiliar no rastreio de tumores do colon ja foi demonstrado
por estudos do nosso grupo (Alves et al., 2011; Soletti et al., 2013; de Britto et al.,
2013). No presente trabalho, buscou-se empregar os ACU associados a BMUe, na
tentativa de obter mais informagbes acerca da vascularizagdo e morfologia das
lesGes em desenvolvimento e da resposta ao tratamento anti-tumoral, comparando

as imagens obtidas por BMUe sem e com a presenca de ACUSs.

Inicialmente verificamos a capacidade da BMUe em analisar a resposta dos
tumores de célon frente ao tratamento anti-tumoral, e observamos que foi possivel
acompanhar o desenvolvimento dos tumores, bem como observar a regressao
destes em alguns animais. Dentre os achados nesse trabalho, verificou-se que os
ACUs atuaram melhorando a distincdo das camadas do colon e delimitando melhor
as regidées com infiltrados linféides e tumores nos animais nao tratados com inibidor
de angiogénese. Nossas andlises também demonstraram o potencial da BMUe para
deteccdo de tumores planos (flat), o que atualmente ainda € uma das limitacbes

encontradas na colonoscopia.

Este trabalho foi iniciado com sessenta e cinco animais, contudo houve
grande perda de camundongos (36 animais), a maioria ainda na etapa de indugao
tumoral. De acordo com resultados pilotos (dados ndo mostrados), esse fato
provavelmente deve-se a diferengas nos lotes do sal DSS, que apresenta uma faixa
de peso molecular entre 36.000 e 50.000 Da. Uma possibilidade é que lotes
diferentes contenham uma proporcao diferente de cada peso molecular, podendo

oferecer maior atividade inflamatéria na mucosa intestinal e causando assim, maior
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perda de animais.

A diferenca significativa de ecogenicidade nas imagens com e sem agentes
de contraste nas areas tumorais, principalmente nos animais do grupo controle (e
nao nos animais tratados com BVZ), sugere que o efeito anti-angionénico do BVZ
estaria levando a uma diminuicdo da angiogénese tumoral. Essa diminuicéo na rede
de vasos do tumor estaria relacionada com uma menor chegada do ACU na regiéo
tumoral, uma vez que 0s agentes de contraste sdo distribuidos pela circulacédo
sanguinea e tendem a estar mais presentes nas regides mais vascularizadas. A fim
de confirmar a relagdo entre a vascularizacdo e o aumento de ecogenicidade, foi
realizada a imunomarcacéo para vasos com CD34, e para angiogénese com VEGF
e seu receptor FLK-1. Os resultados da imunomarcagdo mostraram uma diminuicéo
na distribuicdo do marcador CD34, reforcando a suposi¢cdo anterior: com uma
reducdo na rede vascular nos tumores dos animais do grupo BVZ+5FU pouca
diferenca de ecogenicidade € observada apés a injecdo do ACU. Com relacdo a
angiogénese, o0 marcador FLK-1 também apresentou menor distribuicdo no grupo
BVZ+5FU, indicando uma diminuicdo na angiogénese. Contudo, o marcador VEGF
nao apresentou diferenca de distribuicdo entre os grupos. Esses resultados podem
estar relacionados com dificuldades operacionais, como a qualidade do proprio

anticorpo, e novas analises serdo realizadas para a confirmacao dos resultados.

Durante as analises por BMUe, a injecdo intravascular do contraste foi
realizada manualmente e isso pode ter levado a variacdes na quantidade de ACU
chegando a circulagcdo dos animais. Uma perspectiva para a resolucdo desse
problema é a utilizacdo de uma bomba de injecdo controlada, como feito por Hoyt e
colaboradores (2010), o que possibilitaria uma injecdo constante e continua de
microbolhas e essa padronizacdo da inje¢cdo nos animais poderia contribuir para

obtencéo de resultados mais satisfatorios.

Hoyt e colaboradores (2010) demonstraram que a utilizacdo de ACUs em
analises de ultrassom de alta frequéncia permitiu uma melhor avaliacdo da resposta
ao tratamento anti-angiogénico com BVZ em um modelo animal de cancer de mama.
Para isso, apds a injecdo das microbolhas e coleta das imagens, foram utilizados
pulsos ultrassonicos de alto indice mecénico, capazes de destruir as microbolhas e

entdo possibilitar a analise da perfusdo tumoral em tempo real. As imagens obtidas
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foram processadas em redes neurais artificiais. Através dessa metodologia, foi
possivel avaliar a resposta dos tumores de mama ao tratamento anti-angiogénico
trés dias apds a injecdo de BVZ, ao contrario da analise fisica do tamanho dos
tumores, que nao foi capaz de avaliar a resposta terapéutica precocemente. Dado
gue no presente trabalho ndo foram encontradas diferencas de ecogenicidade nas
imagens de BMUe com e sem contraste apos o tratamento dos animais com BVZ,
acredita-se que o uso dessas técnicas de destruicdo das microbolhas e visualizagcéao
da perfusdo tumoral poderia agregar mais informacdes a respeito da vascularizacao

dos tumores.

De forma similar & Hoyt e colaboradores (2010), Wang e colaboradores
(2015) utilizaram ACUs e pulsos ultrassonicos para destruicdo das microbolhas
durante as analises por ultrassonografia tridimensional dindmica para avaliar
precocemente o tratamento anti-angiogénico (dose Unica de BVZ) em modelo
experimental de cancer de colon. Diferentemente do nosso estudo, as imagens do
cbélon foram avaliadas com o0 uso de um transdutor extra-corporeo (e néo
endoluminal), e as microbolhas foram injetadas através de uma bomba de injecéo,
capaz de controlar a entrada do ACU na circulacao de forma mais precisa. Os dados
deste estudo sugerem que é possivel analisar a perfusdo do tumor através dessa
metodologia, avaliando assim os efeitos precoces do tratamento anti-angiogénico.

De forma semelhante aos estudos de Hoyt et al. e Wang et al., citados
anteriormente, nossos resultados mostraram que o uso de ACU pode agregar mais
informacdes durante as analises ultrassdnicas do collon. No presente estudo
demonstramos melhora na distincdo das camadas do célon, melhor delimitacdo das
regies com infiltrados linfoides e a melhor visualizacdo da area tumoral em animais
nao tratados com inibidores de angiogénese. Foi demonstrado ainda que a BMUe
possui a capacidade de acompanhar o desenvolvimento do tumor, bem como a
resposta ao tratamento anti-tumoral ao detectar o aumento ou a diminuicdo dos
tumores frente ao tratamento. Considerando os resultados obtidos por nosso grupo e
pelos grupos citados, e devido a empregabilidade clinica desses agentes em
cardiologia, melhorando os sinais de fluxo no Doppler e a delimitacdo da borda
endocardica, os ACU podem ser considerados alvos promissores para futuros

estudos clinicos no diagnéstico de tumores de colon.
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Os ACU podem ainda ser conjugados a compostos biotinilados, direcionando
a ligacdo deles a um alvo molecular especifico, contribuindo para aumento de
especificidade no diagnostico, e sendo assim um campo bastante atrativo a ser
explorado. No modelo experimental de cancer de célon, uma promissora area de
atuacado € a utilizacdo de ACU direcionados a VEGFR2 (receptor de VEGF tipo 2).
(Rix et al, 2011). Resultados preliminares do nosso grupo (dados ndo mostrados)
mostraram que a utilizacdo de ACU conjugados a VEGFR2 possibilita a visualizacéo
pela BMUe de areas do c6lon com maior angiogénese, auxiliando assim a deteccéo
de um alvo molecular através de um exame de imagem, de forma minimamente

invasiva.

Dentre outras possibilidades abertas pelo presente estudo, estd o
desenvolvimento de um sistema de BMUe 3D para geracdo de imagens
tridimensionais dos tumores de célon. O objetivo é o de melhor avaliar a area
tumoral ao longo do processo de tumorigénese e da terapia anti-tumoral. Esse
sistema de BMU 3D, cuja construcao ja foi finalizada no Laboratoério de Ultrassom da
COPPE, ajudara a diminuir uma limitacao do presente trabalho, que € a interferéncia
manual durante a movimentacdo de avanco e recuo do transdutor de ultrassom.
Com a construgdo do novo sistema, a movimentagdo do transdutor dentro de
regibes milimétricas do coélon do animal pode ser automatizada, o que facilita a

comparacao das imagens obtidas antes e apds o uso dos ACU.

No presente trabalho foi proposto aliar a BMUe ao uso de ACU com dois
intuitos: um imediato e uma possibilidade futura. Inicialmente, a utilizacdo em
estudos experimentais que avaliem tanto o desenvolvimento do cancer de célon em
animais com mutacfes em diversas proteinas relacionadas ao ciclo celular, quanto
estudos sobre novas terapias antitumorais. Dentro dessa perspectiva, um grupo de
pesquisa colaborador ja esta utilizando essa ferramenta para monitorar a resposta
de um tratamento anti-tumoral a base de flavonodides. Como perspectiva futura, é
proposta a possibilidade de emprego clinico dessa ferramenta no rastreio de lesdes
tumorais e pré-tumorais, juntamente com a colonoscopia, assim como no

acompanhamento clinico dos tratamentos de cancer de colon.
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9. CONCLUSAO

O presente trabalho reforcou a capacidade da BMUe como uma importante
ferramenta para auxiliar no diagnéstico e acompanhamento de lesdes do colon.
Conclui-se que a BMUe pode atuar de maneira complementar a colonoscopia,
auxiliando a suplementar o diagnéstico desta, como na deteccdo de les6es tumorais
planas. Esse estudo ressalta que o uso de agentes de contraste ultrassonicos ajuda
na melhor visualizacdo da morfologia tumoral pela BMUe, principalmente em animais
nao submetidos a tratamentos anti-angiogénicos, evidenciando a aplicabilidade
dessa técnica em analises experimentais e em possiveis estudos clinicos visando o

melhor diagnéstico de tumores do colon.
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APENDICE A - ACOMPANHAMENTO PESO CORPORAL DOS
ANIMAIS

Peso (g)

as -
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25 — BVZ.
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Registro semanal do peso corporal dos animais ao longo do protocolo AOM-DSS. As médias
semanais de peso corporal dos animais estdo representadas por grupos, sendo o grupo BVZ
representado por “triangulos”, o grupo BVZ+5FU por “quadrados”, o grupo 5FU por “X” e o grupo CTL
por “losangulos”. Os camundongos submetidos ao protocolo de inducéo tumoral AOM-DSS tiveram o
peso monitorado durante a exposicdo aos ciclos de DSS e durante os intervalos dos ciclos. Quatro
dos 65 camundongos incluidos no protocolo precisaram ser submetidos ao 6bito, e 32 deles tiveram

Obhito espontaneo. A perda total de animais foi de 36 camundongos.



APENDICE B — DIAGNOSTICO E ACOMPANHAMENTO DA
PROGRESSAO DE TUMORES POR BMUe E COLONOSCOPIA

Deteccio do tumor Progressio
BMUe Colono Tamanho
Animal GRUPO Sim Mio Sim Nio = <
32 BVZ v v v
33 BVZ v v
34 BVZ v v v
35 BVZ v v v
36 BVZ v v v
37 BVZ v v
4 SFU v v v
& SFU v v v
SFU v v v
14 SFU v v v
17 SFU v v v
18 SFU v v v
20 SFU v v v
26 SFU v v v
29 SFU v v v
3 BVZ+5FU v v v
9 BVZ+5FU v v v
15 BVZ+5FU v v v
27 BVZ+5FU v v
28 BVZ+5FU v v v
30 BVZ+5FU v v v
5 CTL v v v
B CTL v v v
13 CTL v v v
21 CTL v v v
23 CTL v v v
24 CTL v v
31 CTL v v v
38 CTL v v v
39 CTL v v v
40 CTL v v v




ANEXO A - PROTOCOLO DE APROVAGAO CEUA

<s.,,

UNWER_SI)ADE'FEDERAL' DO RIO DE JANEIRO — UFRJ
Centro de Ciéncias da Sadde -CCS

Rio ¢e Janeiro, 03 de maio de 2017

Prezado Professor Joao Cardos Machado

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentag3o Cientifica
do Centro da Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Rio de Janero registrada
no Consetho Nacional de Controle de Expernim 3o Animal (CONCEA) sob o
nimero de processo 01200.001568/2013-87 | que o projeto inttulado:
“Utifizagdo da Biomicroscopia Ultrassonica Endoluminal, aliada ao uso de
agentes de contraste, na avaliag3o da eficicia de tratamentos de lesoes tumorais
do colon.”, protocolo n® 028/17, sob sua responsabiidade que envolve a produgdo,
manutengdo efou utizacio de animais para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
encontra-s2 de acordo com os preceitos da Lei n®11.784, de 8 de cutubro de 2008, do
Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2002, e com as normas editadas pelo Conseho
Nacional de Controle da Experimentag3o Animal (CONCEA), foi aprovado por esta
comissao de ética, em reunio do dia 25/04/2017.

Finalidade ) Ensino (X} Pesquisa Cientfica
| Vigencia do Projeto Ate 08/05/2013

Especieflinhagem Mus muscullus C57BLI6J

N°® de animais 31 animais

Pesolidade 20-25g / 6-8 semanas

Sexo Machos e femeas

Origem Bioterio de Camundongos e Ratos dd
Programa de Anatomia do ICB/ UFRJ
CCS - bloco k térreo.

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais - CCS

Iecania do (XN: Av. Carlos Chapas #F10w0, 373 Pridio do Conmo de Oidaclar da Sxide, Bloco X, 2° andar -
Cidade Undweraiodria - CEP 21941-300 - Rio de Janeiro — Brastl
Tel. (20) 2562 6703 - Fax: (21) 2270.J 749 - www.cesdecania wif be
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